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RESUMEN

El crecimiento que ha experimentado la acuicultura en los tltimos afios,
ha llevado a un mas intenso movimiento de animales vivos, lo que,
unido a factores, como el ambiental, ha acelerado la dispersion de
enfermedades. El control de enfermedades virales conlleva la
elaboracion de vacunas y tratamientos eficaces, lo que a su vez requiere
del conocimiento en profundidad de sus factores de virulencia. Por ello,
el trabajo de esta tesis se centrd en el estudio de los factores de
virulencia de birnavirus acuaticos, una de las familias virales que
generan mayores pérdidas en acuicultura, con el fin de conocer su
funcionamiento y sus mecanismos de adaptacion al hospedador. Para
ello, hemos abordado el trabajo en tres etapas, organizadas en tres
capitulos. El primero de ellos enfocado en analizar la presencia, en
muestras propias, de determinantes de virulencia ya descritos, y
comprobar su implicacion en la virulencia. En el segundo, tratamos de
confirmar la implicacion del reassortment en la virulencia y entender la
dindmica del intercambio y encapsidacion de segmentos durante la
replicacion. El ultimo capitulo se centra en la busqueda de poliploidia
en cepas de birnavirus acudticos y su posible implicacion en la
virulencia. Con ello, hemos podido demostrar que la virulencia de
birnavirus acudticos parece estar regulada por un compendio de factores
que interactian al mismo tiempo y no parece depender unicamente de
los residuos aminoacidicos presentes en las proteinas virales. Hemos
observado, ademas, que el reassortment esta implicado en la regulacion
de la wvirulencia, suponiendo un mecanismo de adaptacion al
hospedador, favoreciendo la persistencia del virus, y que este proceso
no ocurre al azar, sino que es un fendmeno dirigido y parece depender
del tipo celular. Por ultimo, hemos demostrado la presencia de
poliploidia en este tipo de virus, y observado que este fendmeno
también podria estar relacionado con la virulencia, al menos ex vivo.






ABSTRACT

In the last decade, aquaculture has experienced a significant boom,
involving a bigger movement of live animals, which, together with
other factors like environment, have speeded up the spreading of
diseases. Control of viral diseases requires the development of effective
vaccines and treatments, which at the same time, requires a deep
knowledge of its virulence factors. For that reason, this thesis was
focused on the study of the virulence factors of aquatic birnaviruses,
one of the main viral families causing losses in aquaculture, with the
aim of achieving a better knowledge of their behavior and adaptation
mechanisms to the host. We organized this study in three headlands
distributed in three different chapters. The first one, focused on the
analysis of virulence factors already reported by other authors, and their
implication in virulence. The second one, focused on the existence of
reassortment in aquatic birnaviruses, and on the analysis of the
dynamics of segment exchange; again, its implication in virulence.
Finally, the third chapter was focused on the study of the presence of
polyploidy in this kind of viruses and its effect in virulence. Results
demonstrated that aquabirnavirus virulence seems to be regulated by a
set of factors interacting at the same time, and not depending only on
the aminoacidic sequence of its proteins. We also observed that
reassortment is involved on the virulence regulation, meaning a
persistence mechanism in the host. This is not a random process, but it
is a directed phenomenon and seems to depend on cell type. Finally, we
demonstrate the existence of polyploidy in aquatic birnaviruses and its
implication on virulence, at least ex vivo.
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INTRODUCCION

Los virus son entidades simples con complejas estrategias que les
proporcionan capacidad adaptativa y modulan su virulencia. Ademas
de las distintas estructuras capsidales, existe una gran variedad de
organizaciones gendmicas. La mayoria de los virus conocidos poseen
un genoma de RNA, que a su vez puede ser monocatenal o bicatenal y
de polaridad negativa o positiva. Los virus DNA también pueden ser
mono- o bicatenales, y algunos de ellos pueden incluso alternar entre
RNA y DNA en las distintas fases de su ciclo.

Su gran variabilidad genética se la aportan tres mecanismos
evolutivos muy activos en este tipo de entidades: las mutaciones en la
secuencia genomica, la recombinacion génica y el reassortment (que
implica el intercambio de segmentos gendmicos completos, en virus
con genomas segmentados) (Wei y col., 2006). Esta caracteristica es la
que hace que, de entre las enfermedades infecciosas que afectan a peces,
sean las de origen viral las de mayor transcendencia, ya que su elevada
variabilidad genética dificulta el desarrollo de tratamientos y métodos
de prevencion efectivos, causando asi elevadas mortalidades.

De entre todas las familias virales, son los virus RNA los que
poseen una mayor capacidad adaptativa, debido al pequefio tamafio y a
la sencillez de sus genomas, pero sobre todo, a la falta de accion
correctora de las RNA polimerasas. Por el contrario, los virus DNA
poseen genomas mds grandes y complejos, que se mantienen mas
estables debido a la elevada fidelidad de sus enzimas de replicacion
(con excepcion de los virus DNA monocatenal).

Las principales familias virales que afectan a peces son:
Adenoviridae, Iridoviridae y Herpesviridae dentro de las de genoma
DNA, 'y Birnaviridae, Orthomyxoviridae,  Paramixoviridae,
Rhabdoviridae, Retroviridae, Nodaviridae, Reoviridae y Togaviridae
entre los virus RNA.
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La familia Birnaviridae es el objeto de estudio de nuestro trabajo,
y mas concretamente el género Aquabirnavirus, cuya especie tipo es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV), agente etioldgico de
enfermedades infecciosas que afectan a distintas especies de peces
marinos y cultivados. Estos virus son patdgenos conocidos por provocar
grandes pérdidas en acuicultura, fundamentalmente en salmonidos,
aunque también han sido aislados de otras especies tanto marinas como
de agua dulce. Debido a su elevada variabilidad genética, son capaces
de replicar en un amplio rango de hospedadores, causando distintas
patologias, por lo que debe hacerse una diferenciacion entre los aislados
de salmonidos que causan la patologia clasica (virus tipo IPNV), y los
aislados de no salmoénidos, que deben considerarse birnavirus acuaticos
o acuabirnavirus, al menos, hasta que exista evidencia de que causan
necrosis pancreatica (Hill y Way, 1995).

Debido a las caracteristicas epidemiologicas y la elevada
diversidad de los birnavirus acuaticos, no existen tratamientos
terapéuticos ni vacunas preventivas eficaces. Para desarrollar una
vacuna efectiva es imprescindible establecer e identificar los factores
de virulencia del patégeno, siendo éste el motivo principal para el
desarrollo de este trabajo de tesis doctoral.

FAMILIA BIRNAVIRIDAE

El nombre de esta familia fue aprobado por el Comité Internacional de
Taxonomia Virica (ICTV) en el afio 1986, con el virus IPNV como
especie tipo. Este nombre hace referencia a la naturaleza gendmica del
virus, ya que el prefijo “birna” se debe a su genoma de RNA bicatenal
bisegmentado.

Esta familia comprende cuatro géneros diferentes, relacionados
con el tipo de hospedador (Dobos y col., 1979; Murphy y col., 1995;
Delmas y col., 2018):

-G. Avibirnavirus: La especie tipo de este género es el virus de la
bursa de los pollos (IBDV) (Cheville, 1967), enfermedad que afecta a
aves y distribuida a nivel mundial.

-G. Entomobirnavirus: La tUnica especie dentro del género es el
virus X de Drosophila (DVX), que fue aislado por primera vez en 1979
en la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) (Dobos y col., 1979),
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aunque su rango de hospedadores es mas amplio y puede afectar a otros
tipos de insectos.

-G. Aquabirnavirus: Constituye el grupo mas grande de esta
familia. La especie tipo es el virus de la necrosis pancreatica infecciosa
(IPNV), pero también incluye otros virus que afectan a peces, como el
de la ascitis del medregal del Japon (YAV), y los virus de tellina (TV)
y de ostra (OV), siendo ambos de moluscos bivalvos. Causan necrosis
pancreatica infecciosa en salmoénidos, incluyendo miembros de los
géneros Salmo, Salvalinus y Oncorhynchus, y branquionefritis en
anguilas. El virus ha sido asociado también a enfermedades en otras
especies de peces, moluscos y crusticeos cultivados y salvajes de todo
el mundo.

-G.Blosnavirus: Este es el Gltimo género descrito en esta familia e
incluye virus que infectan a peces de la especie cabeza de serpiente
(snake head, Channa maculata).

BIRNAVIRUS ACUATICOS
Las primeras descripciones de birnavirus acudticos surgen con el
descubrimiento de la necrosis pancredtica infecciosa (Wood y col.,
1955), enfermedad sistémica contagiosa que afecta principalmente a
salmonidos salvajes y cultivados. Esta enfermedad provoca un nivel de
mortalidad inversamente proporcional a la edad, siendo muy frecuente
en peces jovenes (causando altas tasas de mortalidad en alevines) y rara
en adultos, donde la enfermedad es practicamente inaparente, y
actuando los individuos supervivientes como portadores asintomaticos.
El virus IPNV se aislo por primera vez en 1958, siendo el primer
virus de peces cultivado in vitro (Wolf'y col., 1959); aunque la cepa que
luego se consideraria como cepa tipo, se aislo en 1960 en una epidemia
en trucha arcoiris en Leetown (Virginia), siendo depositada en la ATCC
(American Type Culture Collection) y designada como VR-299. Desde
entonces, tanto el virus como la patologia asociada han ido
extendiéndose por todo el mundo; de este modo, virus IPNV -o tipo
IPNV- han sido aislados a partir de una gran variedad de animales
poiquilotermos, incluyendo peces salmonidos, no salmoénidos,
moluscos y crustaceos (Hill, 1982). Su temperatura de replicacion se
encuentra entre 4 y 27,5 °C (Scherrer y col., 1974), con la 6ptima
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alrededor de 15 °C; ademas, se ha demostrado que el virus tolera incluso
la temperatura de animales homeotermos (Sonstegard y col., 1972). Al
tratarse de un virus desnudo, es muy resistente a solventes lipidicos y a
temperaturas y pH extremos. La demostrada estabilidad de estos virus
en ambientes naturales, tanto de agua dulce como marina, facilita
enormemente su transmision (Desautels y MacKelvie, 1975; Toranzo y
Metricic, 1982).

Organizacion gendémica

El genoma, de unos 4,8x10° Da, constituye entre un 9 y un 10% del
peso total de la particula, que es de alrededor de 55x10° Da (Dobos y
col., 1977a). Se trata de RNA de doble cadena, formado por dos
segmentos independientes de alrededor de 3,0x10% Da y 2,6x10° Da
(segmentos A y B, respectivamente) (Moss y Gravell, 1969; Cohen y
col., 1973; Dobos y col., 1977a).

SEGMENTO A
68 (1) & l120 (1)‘ 511 (148) (2) l1844(508) (&) l 2322 (734) (3) l 3035(972) (2)
5 ORF PP ¥
llevada a cabo por VP4

l Modificacion

SEGMENTO B
j1s5 ) 2638 (828) (2))
s — L L L R —

¢ Expresion
7

Figura 1. Organizacion genémica de IPNV. El segmento A contiene dos ORFs: el
primero de ellos, codifica la proteina no estructural VP5 y el segundo, la
poliproteina, que sufre una modificacion co-traduccional mediante la actividad
autoproteasica de la region la VP4 de la poliproteina, originando las proteinas pVP2,
VP3 y VP4. El segmento B tiene un Unico ORF que codifica la proteina VP1. (1)
Posiciones de los ORF. (2) Final de las regiones codificantes. (3) Puntos de corte de
la proteasa NS (VP4).
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El segmento A, de unas 3000 pb, es bicistronico; contiene dos pautas
de lectura abierta (ORFs) solapadas (Figura 1). La menor se encuentra
en el extremo 5 del segmento y codifica una proteina no estructural de
17 kDa, la VP5 (Magyar y Dobos, 1994; Heppell y col., 1995a). El
segundo ORF, el mayor y mas conocido, codifica la poliproteina PP, de
106 kDa (NH2-pVP2-NS-VP3-COOH), la cual es precursora de las
proteinas estructurales VP2, NS (VP4) y VP3 mediante modificacion
cotraduccional gracias a la actividad proteolitica de la region NS (VP4)
(Figura 1). Los puntos de corte en la poliproteina se localizan en las
posiciones Ala-Ser 508-509 y 734-735 (segun la secuencia de VP4 de
la cepa Sp con cddigo de acceso U56907); ademas, se han encontrado
dos puntos de corte adicionales para VP2 entre dos alaninas, en
posiciones 495-496 y 486-487 (secuencia U56907) (Petit y col., 2000;
Imajoh y col, 2007). La secuencia de este segmento (mas
concretamente de la region VP2) determina el serotipo del virus,
habiéndose demostrado, ademas, su relacion con el trofismo celular y
la virulencia del virus (Sano y col., 1992; Santi y col., 2004).

El segmento B, el mas pequeino de los dos, formado por 2748
nucleodtidos en la cepa Jasper, posee un unico ORF que codifica la
polimerasa viral de 94 kDa conocida como VPI1, y que puede
encontrarse en forma de polipéptido libre (VP1) o covalentemente
unida al extremo 5°de ambos segmentos genomicos (VPg) (Figura 1).
Este segmento es el mas conservado de los dos y la mayoria de las
mutaciones que se producen en ¢l no implican cambios aminoacidicos
(Shwed y col., 2002; Zhang y Suzuki, 2003).

Estructura y proteinas estructurales

IPNV es un virus icosaédrico, desnudo, con un diametro de entre
55 y 74 nm, aunque el tamafio mas frecuente es de 60 nm (Lightner y
Post, 1969; Moss y Gravell, 1969). Su capside estd formada por 132
capsomeros y su arquitectura se describe, al igual que la de la mayoria
del resto de virus icosaédricos, por el principio de cuasiequivalencia
propuesto por Caspar y Klug (1962), siendo su numero de triangulacion
T=13.

El virién esta constituido por cuatro tipos de proteinas estructurales
que se han denominado de VP1 a VP4 (Cohen y col., 1973; Dobos y
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col., 1977; Dobos y Rowe, 1977; Chang y col., 1978; Hedrick y col.,
1983) (Figura 2A).

Proteinas estructurales del virion: VP1 (94 kDa), VP2 (54 kDa), VP3 (31 kDa) y VP4
(29 kDa). B. Estructura tridimensional de la particula con la distribucion de los
distintos tipos de trimeros (Caston y col., 2001). C. Imagen de microscopia
electronica de virus purificados (escala 100 nm). [Imagen B tomada de “C Terminus
of Infectious Bursal Disease Virus Major Capsid Protein VP2 Is Involved in Definition
of the T Number for Capsid Assembly” (Caston y col. 2001)(permiso de la editorial)].

Botcher y col. (1997) proponen un modelo estructural para la capside
de birnavirus basado en criomicroscopia, equivalente para IPNV e
IBDV. En ¢l se propone que la proporcion de las distintas proteinas en
la capside seria 51% de VP2, 40% de VP3, 6% de VP4 y solo un 3% de
VP1. La parte externa de la capside estaria formada por 780
subunidades de VP2 organizadas en 260 trimeros, que se dividen en
cinco clases dependiendo de su localizacion (denominados de “a” a
“e”), (Figura 2B). Los trimeros tipo “a” se encuentran en los ejes de
simetria 5 de la particula; los tipo “e”, en los ejes de simetria 3, y estan
en contacto con los tres trimeros vecinos (tipo “d”); los trimeros tipo
“c” se encuentran en los ejes de simetria 2; y por ultimo, los “b”
establecen contactos entre tres trimeros proximos. En este modelo, la
proteina VP3 podria encontrarse en la cara interna de la capside, o bien
en su interior interactuando con el RNA. Este modelo fue
posteriormente reproducido por Caston y col. (2001), confirmando que
la cara interna de la capside estd formada por VP3, quien actia de
intermediario entre VP1 y VP2. En ambos modelos se describe la

aparicion de poros en la superficie de la capside, poros que algunos
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autores sugieren que pueden usarse para la extrusion del RNA recién
sintetizado (Garriga y col., 2006).

1. Proteina VPI

La proteina VP1, la de mayor tamafio (94 kDa), es la RNA
polimerasa viral y representa el 4% de las proteinas del virion. Se
encuentra en forma libre o ligada al genoma mediante un enlace serina-
5'GMP fosfodiéster (denominada entonces VPg) (Persson vy
Macdonald, 1982; Calvert y col., 1991) y se ha sugerido que es su
extremo C’terminal el que puede interaccionar con el RNA, debido a su
alto contenido en aminoacidos basicos (Duncan y col., 1991). Es una
proteina globular que alterna regiones hidrofilicas e hidrofobicas y que
sigue la conformacion tipica de las RNA polimerasas RNA
dependientes (RdRps) (Figura 3) que recuerda a una mano derecha con
sus dominios palma, pulgar y dedos (Kohlstaedt y col., 1992; O’Reilly
y Kao, 1998; Butcher y col., 2001).

. '\
A N’terminal v
|

C’terminal

Figura 3. Estructura de VP1. A. Representacion de una molécula de VP1, con los
dominios palma en rojo, pulgar en verde y dedos en azul. También se indican los
extremos amino terminal (N') y carboxilo terminal (C’). B. Representacion
esquematica de la interaccion con los iones de Mg*Z en la region del centro activo
(rojo) y K* entre los dominios de palma y dedos. [Imagen tomada de “The N-Terminus
of the RNA polymerase from infectious pancreatic necrosis virus is the determinant
of genome attachment” (Graham y col., 2011)(permiso de la editorial)]

Sin embargo, esta polimerasa difiere de las canonicas en que no posee,
en la region de la palma, el dominio Gly-Asp-Asp (GDD), que se cree
que es un elemento esencial para el centro activo (Duncan y col., 1991;
Shwed y col., 2002) y que el nimero de iones Mg" en el centro activo
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es inferior al de otras RdRps (solo un i6n). Otra caracteristica de esta
polimerasa es que posee en su extremo N’ los motivos de union a NTP
tipicos de las proteinas de union a GTP tipo Ras, lo que puede
representar un punto de auto-guanilacidon, proceso esencial para la
union al genoma mediante el enlace serina-5'GMP fosfodiéster
(Duncan y col., 1991; Graham y col., 2011). Esta unidon permite que la
VPI1 actue como primer para la replicacion, sintetizando una cadena
sencilla de RNA (-) copia del dsSRNA, en una sola ronda de replicacion
(Xuy col., 2004). Esta proteina es capaz de interactuar consigo misma,
con el RNA y ademds con la proteina VP3. Esta doble interaccién
podria estar relacionada con el inicio de la traduccién del RNA, ademas
de con su encapsidacion, como ha sido descrito recientemente en su
homologo IBDV (Ye y col., 2017).

2. Proteina VP2

Es la proteina mayoritaria de la capside (representa el 62% del
virién). Su tamafio es de 54 kDa, y es la proteina contra la que se dirigen
los anticuerpos neutralizantes especificos y que actiia como proteina de
fijacion especifica a las células. Se sintetiza en forma de una molécula
precursora pVP2, que es escindida por la proteasa NS (VP4) originando
la proteina VP2 madura y tres péptidos pequefios (Nobiron y col.,
2008); estos parecen estar relacionados con la formacion de poros en la
membrana celular, por lo que pueden participar en la entrada en la
célula (Galloux y col., 2007). Esta proteina esta constituida por tres
dominios: el dominio base (B) estd formado por hélices o, amino y
carboxilo terminales que tapizan el interior de la capside; los dominios
armazon (S) y protuberante (P) son laminas [ orientadas
tangencialmente (S) y perpendicularmente (P) a la superficie de la
capside, siendo este ultimo el dominio que constituye las espiculas
(Figura 4C).
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Figura 4. Estructura de VP2. A. Representacion de una SVP, particula formada
Unicamente por VP2. En la imagen se representan en verde los dominios base (B), en
azul armazon (S) en rojo el protuberante (P). Escala 100 nm. B. Trimero de VP2 con
los protomeros en distintos colores. En el recuadro se muestra la interaccion con el
ion de Co*2. C. Molécula de VP2 con los tres dominios diferenciados por colores (B:
verde, S: azul y P: rojo). [Imagen tomada de “Crystal structure of an Aquabirnavirus
particle: insights into antigenic diversity and virulence determinism” (Coulibaly y
col., 2010)(permiso de la editorial)]

Las moléculas de VP2 se organizan en torno a un ién metélico (Co™ en
IPNV, Ca*? en IBDV) que se sitta entre los dominios S y B, dando asi
estabilidad al trimero (Coulibaly y col., 2010), (Figura 4B). Los
contactos entre trimeros se producen de dos maneras (Figura 4A): por
contactos laterales entre los dominios S y P en los ejes de simetria de
orden 2 y 5, y por intercambio molecular de la hélice a entre trimeros
adyacentes a lo largo del eje de simetria 2 (Garriga y col., 2006).

Entre los dominios S y P se encuentra un surco muy conservado en
cuya base se encuentra un dominio de union a integrina a4p1 que en su
homologo IBDV resulta esencial para la union a la superficie celular
(Delgui y col., 2009).

Esta proteina esta sometida a gran presion evolutiva, causa de la
gran heterogeneidad en la region gendmica codificante, y esta
relacionada con la virulencia. Se han identificado una serie de residuos
(217, 221 y 247) relacionados con la virulencia, de los cuales los
residuos 217 y 221 pueden estar relacionados con la fijacion especifica
a la célula y el establecimiento de persistencia (Sano y col., 1992;
Heppell y col., 1995b; Blake y col., 2001; Santi y col., 2004; Coulibaly
y col., 2010). Estos residuos forman clusteres en la region de las
espiculas (dominio P) (Coulibaly y col., 2010).
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3. Proteina VP3

Esta proteina de 31 kDa es de ubicacion interna, aunque
diversos estudios sugieren que una pequefia secuencia aminoacidica
puede estar expuesta en la superficie, y puede estar implicada en la
génesis de determinados anticuerpos monoclonales (Caswell-Reno y
col., 1986; Tarrab y col., 1993; Park y Jeong, 1996). Interacciona
consigo misma, con el dSRNA y con la proteina VP1. Estas multiples
propiedades de interaccion sugieren que VP3 estd involucrada en la
replicacion y el empaquetamiento del genoma viral (Pedersen y col.,
2007; Yey col., 2017).

El dominio de unién a VP1 se encuentra en sus 62 aminodcidos
carboxilo-terminales (C"). La union VP1-VP3 se produce en ausencia
de RNA. Los complejos formados por estas dos proteinas se detectan
antes de la formacién de las particulas virales, por lo que se cree que
pueden estar implicados en el ensamblaje de la particula; ademas, estos
complejos interaccionan con el RNA, secuestrandolo durante el
ensamblaje (Pedersen y col.,, 2007; Bahar y col., 2013). VP3
interacciona con el RNA por ambos extremos; asi, los complejos RNA-
VP3-VPI1 constituyen ribonucleoproteinas filamentosas que forman
una estructura tipo “core” como la que existe en otros virus y que
protege al RNA (Hjalmarsson y col., 1999).

VP3 también interacciona consigo misma por el extremo amino-
terminal (N’). Esta interaccién convierte a VP3 un una proteina de
andamiaje que contribuye a la unién de capsomeros pVP2-VP2.
Estudios en IBDV demuestran que la proteina pVP2 posee una hélice
anfipatica en su extremo C’, que actia como un interruptor molecular
determinando el ensamblaje de los trimeros de pVP2 en pentameros o
hexédmeros dependiendo de la interaccion con VP3 (Oiia y col., 2004;
Luque y col., 2007).

4. Proteina VP4 o NS

Originalmente denominada NS (no estructural), es una
proteasa autocatalitica escindida postraduccionalmente de Ia
poliproteina, que va a procesar a esta para originar VP2 y VP3
(Manning y col., 1990). Esta proteina se encarga, ademas, del corte
proteolitico de pVP2 para originar la proteina VP2 madura. Petit y col.
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(2000) sugieren que esta proteina pertenece a la superfamilia de las
serin proteasas, con el motivo sefial de corte en las regiones pVP2-VP4
y VP4-VP3 Ser/Thr-X-Ala-Ser/Ala.

Ademas de su actividad proteasa, la VP4 se ha relacionado con la
supresion de los mecanismos de inmunidad del huésped (Lauksund y
col., 2015).

5. Proteina VP5

Esta proteina, de 17 kDa, se ha detectado en células infectadas
pero no en viriones purificados y no se expresa en todas las cepas
(Heppell y col., 1995a).

Su funcidén atin no es bien conocida. Diversos autores la incluyen
dentro de la familia de las proteinas Bcl-2, siéndole atribuidas
propiedades tanto pro-apoptoticas (Hong y col., 2002; Lin y col., 2005)
como anti-apoptoéticas (Santi y col., 2005a). Se ha demostrado, ademas,
que es dispensable para la replicacion del virus y no interviene en la
virulencia ni en el establecimiento de persistencia (Santi y col., 2005b).

Mas recientemente, en el caso de la VP5 de IBDV, se ha visto que
es una proteina dispensable para los procesos basicos de la replicacion
y que puede estar relacionada con el proceso de liberacion no litica del
virus, afectando a su diseminacion (Méndez Hernandez, 2018).

La mayoria de las proteinas de birnavirus acuaticos, con excepcion de
VP1, tienen la capacidad de inhibir la respuesta inmune del huésped,
favoreciendo la replicacion viral. Pre-VP2, VP3, VPS5 y especialmente
VP4, parecen actuar sobre los factores de sefializacion de la ruta que
activa el promotor de interferon (IFN), molécula que ejerce un papel
esencial en la respuesta inmune innata en peces, disminuyendo por lo
tanto la respuesta inflamatoria. VP1, por el contrario, y al igual que el
RNA viral, induce la activacion de la transcripcion de IFN, activando
la respuesta inmune en el huésped (Lauksund y col., 2015). Asi, el
balance de citoquinas anti-inflamatorias y pro-inflamatorias, cuya
sintesis es promovida por los componentes estructurales del virus, es el
que determina el resultado de la infeccion (si se produce una infeccion
aguda o persistente) (Reyes-Cerpa y col., 2012).
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Ciclo de replicacion

El ciclo de replicacién de este tipo de virus dura de 16 a 20 h
(Malsberger y Cerini, 1965). En un primer paso, el virus se adhiere a la
célula a través de la proteina VP2, de manera especifica o inespecifica,
a polipéptidos de la membrana plasmatica que actiian como receptores
del virus; estos receptores varian en funcion del hospedador (Orpetveit
y col., 2012). Coulibaly y col. (2010), basdndose en la estructura de
VP2, sugieren incluso la necesidad de dos receptores distintos en IPNV,
uno para la adsorcion, situado en la espicula o dominio protuberante, y
otro de internalizacidon, presente en el surco conservado de esta
proteina. Esta interaccion favorece el ingreso del virus en la célula por
endocitosis, al igual que otros virus sin envuelta. Inmediatamente
después de la adsorcion, se observan particulas virales en el citoplasma
celular, dentro de compartimentos vesiculares endosomales periféricos
de pH 4cido, o vesiculas cubiertas por clatrina (Couve y col., 1992).
Luego, el 4cido nucleico se libera desde el endosoma al citosol, donde
tiene lugar la replicacion.

Segin Espinoza y Kuznar (1997), el pH &acido endosomal no
influye en el proceso de entrada al citoplasma celular; sin embargo,
Rodriguez Saint-Jean y col. (2003) sugieren que podria tener una
funcién dual durante la infeccion, por un lado, induciendo cambios en
la estructura del virion para favorecer la decapsidacion, y por otro,
aportando el gradiente necesario como fuente de energia para la
traslocacion viral desde el endosoma o la superficie celular hacia el
citosol.

Tras la entrada en la célula, la RNA polimerasa se activa y empieza
a replicar el RNA genomico. A las dos horas post-infeccion (p.i.), se
detecta un intermediario de transcripcion; los RNA mensajeros se
empiezan a detectar en la célula 4-6 h tras la infeccion (p.i.) y se
sintetizan en la misma proporcidon durante todo el ciclo (Cortez-San
Martin y col., 2009). Simultdneamente a los RNAm se detectan las
proteinas virales, ya que la traduccion comienza a las 3-4 horas post-
infeccidn, no habiendo separacion de fase temprana y tardia. E1 dsSRNA
se detecta a las 7 horas, observandose un pico de produccion entre las
8-10 horas (Somogyi y Dobos, 1980). Tan pronto como es sintetizado,
el nuevo complejo VPg-RNA puede actuar como un complejo de
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iniciacion, promoviendo el ensamblaje y empaquetamiento del nuevo
genoma. La proteina VP3 también puede intervenir en este proceso,
estabilizando el genoma y regulando la interacion de pVP2 y VP2 para
la organizacion de la capside (Chevalier y col., 2002; Maraver y col.,
2003).

Las particulas virales se ensamblan y acumulan en el citoplasma de
las células infectadas simultaneamente a la replicacion del genoma. No
se conoce el mecanismo de liberacion del virus, pero entre las 16 y 20
h p.i. los viriones maduros son liberados, originando un caracteristico
efecto citopatico (ECP) en las células hospedadoras.

Clasificacion

Hill y Way (1995) clasificaron los birnavirus acuaticos en dos
serogrupos, denominados A y B, en base a resultados de
seroneutralizacion cruzada con anticuerpos policlonales, y observando
cierta relacion entre los serotipos (que luego se confirmaria entre
genotipos) y la distribucion geografica de las cepas.

Al serogrupo A, constituido por 9 serotipos (Al a A9), pertenecen
la mayoria de los birnavirus aislados; incluye cepas arquetipo aisladas
en Norteamérica y Europa, la mayoria a partir de salménidos, con
excepcion de A4 que afecta a lucio (Esox lucius) y AS a bivalvos
(Tellina tenuis). El serotipo A1, cuya cepa tipo es West Buxton (WB),
incluye la mayoria de los aislados en Estados Unidos; los serotipos A2
a A5 se circunscriben principalmente a Europa y se corresponden con
las cepas de referencia Sp, Ab, He (Hecht) y Te (Tellina); los serotipos
A6 a A9 se encuentran principalmente en Canada y sus cepas tipo de
referencia son C1, C2, C3 y Ja (Jasper). Por otro lado, el serogrupo B,
cuya cepa tipo es TV-1, es un grupo sencillo, con unos pocos aislados
tanto en peces como invertebrados marinos de Europa. Los aislados de
este grupo no son neutralizados por ninguno de los antisueros de
referencia del grupo A.

Hay, ademaés, una serie de aislados que no se pueden integrar en
estos serotipos y que se denominan comunmente MABV (marine
birnavirus), lo que ha llevado a muchos autores a postular la existencia
de un tercer serogrupo, e incluso un cuarto (Riji y Richards, 1999;
Dixon y col., 2001).
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Posteriormente, Blake y col. (2001) propusieron una nueva
clasificacion basada en las relaciones filogenéticas entre las distintas
cepas, mediante la secuenciacion completa del segmento A. En ella, las
distintas cepas de referencia, junto con una serie de aislados, se agrupan
en 6 genogrupos. Dentro del primero de ellos, llegan a diferenciarse
hasta 4 genotipos diferentes (Figura 5).
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Figura 5. Clasificacién genotipica de Blake y col. Cladograma representando las
relaciones filogenéticas de birnavirus acuaticos propuesto por Blake y col., 2001.
[Tomado de Blake y col., 2001 (permiso de la editorial)].

Asi, basandose en las similitudes en la region VP2, se definieron 6
genogrupos. En el genogrupo 1 se encuentran los aislados americanos
y la cepa Jasper (Ja), correspondiéndose con el serotipo Al. El
genogrupo 2 contiene aislados europeos y asidticos y se corresponde
con el serotipo A3. En el genogrupo 3 se encuentran las cepas
canadienses C1 y ASV pertenecientes al serotipo A6, y la cepa europea
Te del serotipo AS. Otras cepas canadienses C2 y C3 (serotipos A7 y
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A8 respectivamente) se agrupan en el genogrupo 4. En el genogrupo 5
se encuentran los miembros del serotipo A2, incluyendo cepas europeas
y un aislado asiatico. Por ultimo, el genogrupo 6 estd compuesto
unicamente por la cepa He (serotipo A4).

Andlisis posteriores realizados con cepas de MABV aislados de
peces marinos describen la existencia de un séptimo genogrupo
formado por aislados de peces y moluscos de Japon y Corea. En este
genogrupo 7 se encuentra, ademas, la cepa de referencia YTAV
(Yellowtail ascites virus) (Zhang y Suzuki, 2004; Nishizawa y col.,
2005).

Patologia

Aunque originalmente la patologia provocada por IPNV se
relaciond con peces salmonidos, se han encontrado virus tipo IPNV en
mas de una treintena de familias de peces, 11 especies de moluscos y 4
especies de crustaceos. También se ha descrito su aislamiento a partir
de protozoos, e incluso se ha detectado por RT-PCR en zooplacton
marino, postulandose su papel como reservorio. En general, replica en
animales poiquilotermos, aunque se comprobd que el virus resiste la
temperatura de homeotermos y puede ser transmitido a mamiferos a
través de aves (Sonstegard y col.,, 1972; Eskildsen y Vestergard-
Jorgensen, 1973).

IPNV es un virus altamente contagioso. La transmision puede ser
una combinacion entre vertical y horizontal, por contacto con heces,
orina o productos sexuales de peces infectados (Reno y col., 1978). El
virus penetra a través de las branquias y la boca, o pasando también por
los poros sensoriales del sistema de la linea lateral (Wolf, 1988; Novoa
y col., 1995a). Bowers y col. (2008), detectaron replicacion viral en las
aletas pectorales tan solo 24 h post-infeccion, sugiriendo la base de la
aleta como otra posible via de entrada para IPNV, como ya se ha
descrito en otros virus.

Los organos de replicacion temprana son el rifion anterior, los
ciegos piloricos, el higado y el bazo (Shankar y Yamamoto, 1994),
detectdndose posteriormente en otros 6rganos y siendo en el pancreas
donde se producen las principales lesiones, al menos, en salménidos.
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La necrosis pancredtica infecciosa es la enfermedad de etiologia
viral reconocida como de mayor impacto en el cultivo de salmonidos a
nivel mundial. La enfermedad varia desde inaparente o subclinica a
virulenta, donde la mortalidad es elevada o incluso total; la primera
indicacion de una epidemia es la elevada mortalidad de los alevines.
Los factores que determinan el nivel de gravedad de la enfermedad son
la edad, el estado fisiologico del hospedador, la temperatura del agua y
la variedad o cepa involucrada. La enfermedad se manifiesta
externamente por una extrema delgadez de los individuos afectados,
acompaiiada de exolftalmia moderada, distensiéon abdominal, frecuente
presencia de hemorragias abdominales y pigmentacién oscura con
palidez en las branquias. Internamente, se observan hemorragias y
petequias a través de la masa visceral, junto con palidez de rifiones,
higado, corazén y bazo; el tracto digestivo aparece desprovisto de
alimento y lleno de un fluido mucoso blanquecino procedente de la
descamacion intestinal (McKnight y Roberts, 1976). Los valores del
hematocrito aparecen bajos (Wolf, 1988). En ocasiones, aparecen
petequias en el tejido adiposo anterior y pueden aparecer ascites en la
cavidad peritoneal.

La necrosis pancreatica es, quizas, el signo mas caracteristico de la
infeccion, pero los cambios histoldgicos se extienden a los tejidos renal,
excretor y hematopoyético (Wolf y Quimby, 1971). Se ha observado,
ademds, degeneracion del musculo esquelético y cambios de
comportamiento que llevan a la postracion del pez y la natacion erratica,
débil y lenta, describiendo una trayectoria en espiral.

Ellis y col. (2010), mediante un estudio histolégico en salmén
atlantico, propusieron, al igual que lo habian hecho con anterioridad
Santi y col. (2005a), que el higado es el principal 6rgano diana de IPNV
y que el resultado de la infeccion (aguda o persistente) depende del
balance de hepatocitos infectados al principio de la infeccion y la
respuesta inmune del hospedador. Asi, si al inicio de la infeccion hay
un alto nimero de hepatocitos infectados, se inhibe la respuesta inmune
del hospedador, por lo que las células periféricas son mas sensibles a la
infeccion y se desencadena apoptosis en respuesta a la presencia del
RNA viral, llevando esto a un fallo hepatico y a la muerte. Sin embargo,
si el nimero de hepatocitos infectados al principio es bajo, se produce
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el suficiente IFN para que la respuesta inmune en las células vecinas
sea la suficiente para inhibir la replicacion viral, impidiendo la
apoptosis y promoviendo la recuperacion, por lo que el individuo supera
la infeccion. Estos autores también sugieren que el alto titulo viral en el
rifion se debe a que el virus pasa de los hepatocitos infectados al torrente
sanguineo y por éste llegan al rifién, donde quedan concentrados en el
reticulo endotelial. Ahi, en la cabeza del rifidn se establece una primera
linea de defensa frente al virus y éste pasa a infectar los macréfagos;
por eso se considera el principal 6rgano de deteccion del virus, incluso
en individuos portadores asintomaticos (Julin y col., 2009).

Todos estos signos son tipicos de alevines y juveniles tempranos
afectados; peces de mas de seis meses desarrollan sintomas subclinicos
e infecciones inaparentes. Esto puede deberse a que en alevines y
juveniles el higado y el pancreas son metabolicamente mas activos, lo
que hace que el virus replique mas rapido, o bien, a que los hepatocitos
sean mas sensibles al IFN favoreciendo la apoptosis en defensa a la
infeccion; también podria ser porque en individuos jovenes se expresan
mas receptores de IFN en hepatocitos y células acinares del pancreas,
por lo que su efecto se ve incrementado, generando apoptosis en este
tipo de células (Ellis y col., 2010). Los peces adultos pueden ser
infectados por el virus, pero las mortalidades son bajas o inexistentes
(Krogsrud y Hastein, 1989; Ledo y col., 1990; Smail y col., 1992; Rivas
y col., 1993). Por otro lado, los supervivientes de una infeccion pueden
desarrollar una infecciébn cronica y convertirse en portadores,
difundiendo el virus dentro del agua via heces, orina y productos
sexuales (Yamamoto, 1975).

La mortalidad y los sintomas varian en funcion de la cepa y la
especie del hospedador. En peces no salmonidos no provocan necrosis
pancredtica, pero si necrosis en tejidos hematopoyéticos, asi como en
rinon y bazo (Novoa y col., 1995b). Esta es la caracteristica clave para
hacer diferenciacion entre virus IPNV o tipo IPNV, entre los que se
incluyen los birnavirus acuaticos y los “marine birnavirus”.

Factores de virulencia

Debido a las caracteristicas epidemioldgicas de IPNV vy los
birnavirus acuaticos en general, no existen tratamientos terapéuticos
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eficaces, ni vacunas preventivas. La elevada variabilidad genética y el
desconocimiento de todos los factores de virulencia de este tipo de virus
son los principales handicaps a la hora de desarrollar una vacuna
efectiva.

Son muchos los estudios enfocados en el analisis de factores de
virulencia de virus tipo IPNV, pero hasta el momento, los existentes
asocian la virulencia del virus unica y exclusivamente a la secuencia
genomica de la region hipervariable del segmento A, y a residuos
especificos de VP2 y la region VP2-NS.

Santi y col., (2004), mediante estudios de genética reversa,
encontraron en la region de VP2 unos motivos que determinan la
virulencia (y/o persistencia) en las posiciones 217, 221 y 247. Entre
ellos, las combinaciones T (treonina)217-A (alanina)221 y P (prolina)aiz-
A (alanina)221 se corresponden con fenotipos de alta y baja virulencia,
respectivamente. En esos motivos, la combinacion P217-T221 determina
la persistencia y T217-A221 la virulencia. De entre estos dos residuos, 217
seria el principal determinante de la virulencia y 221 parece estar mas
relacionado con la adaptacion al huésped, ya que se observo que tras
varios pases por cultivo celular se produce un cambio de Ala a Thr, lo
que implica atenuacién. Posteriormente, Song y col. (2005),
confirmaron que el establecimiento de persistencia se relaciona con el
residuo 221, siendo T221 el determinante de persistencia y A2z el de
virulencia. En 2013, varios autores vuelven a relacionar estos motivos
con la virulencia/persistencia. Gadan y col. (2013) mediante
mutaciones dirigidas en el residuo 221, observaron que mutando la
combinacion relacionada con la persistencia, T217-T221 a T217-A221, la
cepa revertia a virulenta y ademads, tenia una mayor capacidad de
fijacion a la superficie celular. Mutoloki y col. (2013), asociaron las
combinaciones T217-A221 'y P217-T221 con infecciones clinicas y
subclinicas, respectivamente.

A pesar de la clara relacion de la virulencia con la secuencia de la
region VP2, otros autores han propuesto otros posibles determinantes
de la virulencia en estos virus. Shivappa y col. (2004), analizando la
secuencia genomica del segmento A de tres aislados diferentes de la
cepa Sp, encontraron que la proteina VP5 poseia dos posibles codones
de iniciacion y un codon de terminacion prematuro, originando asi tres

28



tipos posibles de VPS5, la esperada de 17 kDa, y dos formas truncadas
de 15 kDa y 12 kDa, y relacionaron las distintas formas de VPS5 con
cepas de alta y baja virulencia, respectivamente. Otros autores habian
sugerido previamente la implicacién de esta proteina en la virulencia,
al detectar que algunas cepas no codificaban esta proteina y mostraban
un bajo nivel de virulencia (Santi y col., 2004; Zhang y Suzuki, 2004).
Posteriormente, otros autores demostraron que esta proteina no es
esencial para la virulencia ni la persistencia del virus en el hospedador
(Santi y col., 2005b).

Shivappa y col. (2004), en su caracterizacion de las distintas cepas
de Sp, también encontraron 5 sustituciones aminoacidicas en VP1, y
asociaron mutaciones en las posiciones 125, 154 y 240 con cepas de
elevada y baja virulencia, sugiriendo la implicacion de VPI en la
virulencia. Si se ha demostrado el efecto de VP1 sobre la virulencia en
IBDV (Hony col., 2006; Le Nouén y col., 2006), pero hasta el momento
no hay ningtn trabajo en IPNV que pruebe su implicacion.
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OBJETIVOS

El objetivo global de esta tesis doctoral ha sido establecer e identificar
los factores de virulencia de birnavirus acuaticos, para entender mejor
el mecanismo de adaptacion al hospedador. Para ello, hemos
desglosado este objetivo primordial en los tres siguientes:

1. Analizar la presencia, en aislados propios, de los determinantes
de virulencia descritos por otros autores y comprobar si existe
una relaciébn con los niveles de virulencia y capacidad
replicativa de las cepas.

2. Confirmar la implicacidon del reassortment, o recombinacion
intermolecular, en la regulacion de la virulencia de estos virus
y determinar su frecuencia ex vivo. Al mismo tiempo, hemos
querido estudiar el mecanismo de intercambio y encapsidacion
de segmentos durante la replicacion.

3. Determinar la existencia de poliploidia en cepas salvajes de

birnavirus acudticos y analizar su posible implicacion en la
virulencia y capacidad replicativa del virus.
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CAPITULO 1:
DETERMINANTES DE
VIRULENCIA EN LA
SECUENCIA GENOMICA

1.1 INTRODUCCION

Tras la publicacion de Sano y col. (1981), en la que se vinculaba la
virulencia del virus de la necrosis pancredtica infecciosa (IPNV) al
segmento A, multitud de autores han examinado la secuencia
nucleotidica de este segmento, para determinar las diferencias en la
secuencia aminoacidica que pueden justificar los distintos niveles de
virulencia observados entre las distintas cepas de este virus. Los
estudios de Bruslind y Reno (2000), Santi y col. (2004) y Shivappa y
col. (2004), limitan estos residuos a tres, en posiciones 217, 221, 247,
aunque se han descrito otras variaciones de secuencia que también
podrian estar relacionadas. De estos residuos, es el 217 el que estaria
directamente relacionado con la virulencia, y algunos autores sugieren,
incluso, que puede estar relacionado con la union eficiente a receptores
celulares (Bruslind y Reno, 2000); en este aspecto, la mayoria de los
autores concuerdan en que la localizacion de una treonina, Thr (T), en
esta posicion, se relaciona con altos niveles de virulencia, y si es una
prolina, Pro (P), con niveles de virulencia moderados; sin embargo, ya
se han comunicado situaciones en las que cepas con Pro en posicion
217 manifiestan altos niveles de virulencia (Julin y col., 2015). El
residuo en posicion 221 parece estar relacionado con la adaptacion al
hospedador y el establecimiento de persistencia; se ha visto que este
residuo cambia de alanina, Ala (A), a Thr tras el pase por cultivo celular,
lo que segin Santi y col. (2004) y Julin y col. (2015), implica una
adaptacion. Ademads, se considera que las cepas con Thr en esta
posicidon son avirulentas, independientemente del aa situado en 217
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(Song y col., 2005). La presencia de Thr o Ala en esta posicion ha sido
relacionada con el estado de persistencia (Johansen y col., 2009; Julin
y col., 2015). Pero los cambios pueden extenderse a los otros residuos
y se producen no solo al pasar por cultivo celular, sino también tras una
infeccion en peces (Skjesol y col., 2011; Julin y col., 2015); en los
analisis de virulencia con los aislados noruegos, los autores observaron
que las cepas con combinaciones T217 A221 T247 y T217 T221 T247 de alta
y baja virulencia, respectivamente, cambiaban a P217 A221 A247 al ser
recuperadas de los tejidos tras infeccion experimental. Por otro lado, la
localizacion de una Thr en el residuo 247 también indica altos niveles
de virulencia. Aunque las referencias bibliograficas son muy dispares,
se podria resumir que, segun todos estos autores, las combinaciones
T217 A221'y T217 A221 T247 se relacionan con altos niveles de virulencia y
la combinacion P217 A221 con niveles moderados, estando cualquier
combinacion con T221 relacionada, en la mayoria de los casos, con cepas
avirulentas y con la persistencia del virus. Estas tres posiciones también
se han relacionado con la imunogenicidad y han sido utilizadas para la
elaboracion de distintas vacunas capaces de producir altos niveles de
anticuerpos neutralizantes y conferir proteccion a peces vacunados
(Munang’andu y col., 2013; Ahmadivand y col., 2018).

A pesar de que se lleg6 al consenso de que estos tres residuos eran
los que estaban directamente relacionados con la virulencia, se han
propuesto como posibles determinantes de virulencia otras posiciones
en las que se observaron variaciones de secuencia, la mayoria situadas
fuera de la region hipervariable descrita por Heppell y col. (1995b)
entre los residuos 243 y 261. El primer trabajo que menciona distintos
residuos involucrados en la virulencia es el de Bruslind y Reno (2000),
quienes ya asocian la virulencia al residuo 217. Observan, ademas, otras
variaciones en los residuos 194, 203, 256 y 386, considerandolas
irrelevantes, salvo la del residuo 256, que implicaria un cambio de la
estructura secundaria de la proteina. Ruane y col. (2014), propusieron
también los residuos 252 y 314 como determinantes de virulencia,
hallando una combinacion de ambos, N2sz2 I314, asociada a cepas
avirulentas. Shivappa y col. (2004), ademés de describir distintas
variaciones aminoacidicas del segmento A que podrian estar
relacionadas con la virulencia (residuos 199, 288, 883, 968 y los ya
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descritos 217, 221, 247 y 500), propusieron 5 sustituciones
aminoacidicas en el segmento B (residuos 125, 154, 187, 240 y 690),
de las cuales, tres diferenciarian cepas virulentas de avirulentas
(relacionandose la combinacion Ii2s Tis4 H240 con cepas virulentas y la
combinacion Mi2s Iis4 Ros0 con avirulentas), siendo ademas, los
primeros autores en proponer la influencia de la secuencia de VP1 en la
virulencia de virus tipo IPNV.

Por otro lado, Santi y col. (2004), mencionaron, ademas de las tres
posiciones descritas anteriormente, otras como 112, 427, 486, 500 y
511, en las que se observo cierta variabilidad; sin embargo, finalmente
parecian no estar relacionadas con la virulencia.

Pero, el andlisis de la secuencia del segmento A no solo reveld
diferencias en las regiones de VP2 y NS, sino también en la region
codificante de la proteina no estructural VPS5, que llevo al conocimiento
de distintas formas de VPS5 presentes en las cepas de birnavirus
acuaticos, que inicialmente también parecian estar relacionadas con la
virulencia del virus. Santi y col. (2004) observaron determinadas
diferencias en los residuos 112,427,496 y 511 que estaban relacionadas
con distintas formas de VPS5: el codén de iniciacion para esta proteina
se encontraba en la posicion 112, habiendo aislados que no lo poseian,
por lo que carecian de ella. La existencia de cepas que no expresan esta
proteina ya habia sido demostrada con antelacion por Heppell y col.
(1995a) en la cepa Hetch. Entre los aislados que si la poseian, habia
algunos con codones de terminacion prematuros en las posiciones 427
y 496, dando lugar a formas truncadas de esta proteina, mientras que
otros poseian el codon de terminacidon normal en la posicion 511. En el
estudio de Santi y col. (2004) el aislado que no expresaba la VPS5 mostré
un inicio tardio de la mortalidad y los que expresaban VPS5 truncadas
parecian presentar mayores niveles de virulencia que los que poseian la
proteina completa. Esta observacion coincide con otras posteriores en
las que los elevados niveles de virulencia se relacionan con cepas con
VPS5 truncadas (Shivappa y col., 2004; Julin y col., 2015). Una vez mas,
las observaciones con respecto a la relacion de las distintas formas de
VPS5 y la virulencia de virus IPNV son muy dispares, y aunque diversos
autores demostraron que esta proteina es dispensable para la
replicacion, virulencia y persistencia del virus (Weber y col., 2001;
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Santi y col., 2005b), otros siguen relacionando esta proteina con
distintos niveles de virulencia, mediante su interaccion con los sistemas
de inmunidad del huésped, mas concretamente con la inhibicion de la
via de senalizacion del interferon (IFN) (Lauksund y col., 2015; Skjesol
y col., 2011). Recientemente, Méndez y col. (2015) demostraron que
VPS5 es esencial para la diseminacion del virus entre células, aunque
ellos trabajaron con el virus de la bursitis infecciosa de los pollos
(IBDV), componente de otro género de la familia Birnaviridae.

En el presente estudio, hemos analizado la secuencia gendomica de
ambos segmentos de una serie de aislados procedentes de epizootias y
de portadores asintomaticos, empleando cepas de referencia de
virulencia conocida, a modo comparativo, con el objetivo de comprobar
si existe una relacion clara entre los niveles de virulencia y la presencia
de determinantes de virulencia especificos. También se ha analizado si
las variaciones en la secuencia aminoacidica pueden tener implicacion
en la capacidad replicativa de estas cepas.

1.2 MATERIALES Y METODOS

1.2.1 Lineas celulares y titulacion viral

Para la produccion y titulacion viral se usaron monocapas
semiconfluentes de BF-2 (tronco caudal de blueguill, Lepomis
macrochirus), crecidas a 20 °C en medio esencial de Eagle (EMEM)
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 U/ml de penicilina y
100 pg/ml de estreptomicina.

La propagacion viral se llevd a cabo en frascos de 25 cm?, por lo
general a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0,1-0,01 virus/cel;
una vez visualizado el efecto citopatico (ECP), el virus crudo se recogiod
y se titul6 en placas de 96 pocillos, mediante el método de TCIDso/ml.
Para ello, se realizaron diluciones seriadas del virus en tampon Earle’s
suplementado con 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina. Cada dilucién se inocul6 por triplicado y las células se
incubaron a 15 °C durante 10 dias, tras los cuales se leyo el titulo viral
por el método de Reed y Miiench (1938).
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1.2.2 Cepas virales

Las cepas de IPNV utilizadas en este analisis fueron las cepas de
referencia Abild (Ab), West Buxton (WB), Sparajup (Sp) y Norwegian
1 (N1), y los aislados virales obtenidos en nuestro laboratorio,
procedentes de piscifactorias gallegas: 2290 (tipo Ab/Ab, aislado de
salmon), 1146 (tipo Sp/Sp, aislado de trucha), y de reservorios
préoximos a las piscifactorias 24R (tipo Ab/Ab, aislado de mejillon) y
88R (tipo Sp/Sp aislado de ostra) (Cutrin y col., 2004; Romero-Brey y
col., 2009). Se incluyeron ademas, aislados de portadores asintomaticos
de gallinetas procedentes del banco pesquero Flemish Cap: 19G4 (tipo
WB), 20G3 (tipo Ab) y 20G7 (recombinante WB/Ab) (Romero-Brey y
col., 2009).

1.2.3 Secuenciacion

Las secuencias de las cepas 2290, 1146, 24R, 88R, N1, Ab, Sp y
WB ya estaban disponibles al inicio de este trabajo, con excepcion de
la secuencia del segmento B de la cepa N1 (razén por la que se excluyo
del analisis de residuos de VP1 relacionados con la virulencia). Sus
secuencias genomicas estan incluidas en la GenBank con los codigos
de acceso siguientes:

Segmento A: Ab: AF342729; WB: AF078668; Sp: AF342728; N1:
DO00701; 2290: AJ489224+AJ489232; 1146: AJ489222+AJ489230;
88R: AJ489229; 24R: AJ489227+ AJ489235.

Segmento B: Ab: AY780931; WB: AF078669; Sp: M58757; 2290:
CAD32982.1; 1146: CAD32980.1; 88R: CAD32987; 24R: CAD32985.

Las secuencias de las cepas 19G4, 20G3 y 20G7 se determinaron
en el laboratorio, usando 14 parejas de cebadores disefiadas para este
fin, sobre la cepa Jasper. Ademas, también fue necesario completar la
secuencia del segmento A la cepa 88R, ya que no poseia la region
codificante completa de VPS.

1.2.4 Disefio de cebadores

Para la secuenciacion genémica de las cepas 19G4, 20G3 y 20G7
se disefnaron 14 parejas de cebadores (7 para cada uno de los segmentos
gendmicos), para amplificar fragmentos de entre 350 y 600 pb, salvo
para la region de VP3, que fue de mas de 700 pb (Figura 6). Para ello,
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se usé el programa Primer Select (Lasergene), tomando como
referencia las secuencias gendmicas de la cepa de Jasper, con cddigos
de acceso M18049 para el segmento A y M58756 para el segmento B.
Las secuencias, posiciones y tamafios de los fragmentos amplificados
por las distintas parejas se representan en las Tabla 1y 2.

Las primeras dos parejas de cebadores disefiadas para el segmento
A se usaron, ademas, para completar la secuencia de la region VP5 del
aislado 88R, ya que la secuencia disponible no abarcaba toda la regién
codificante.

Segmento A
X pvP2 ' NS i VP3 )
VPS5 I [ I
U
1AF b 2AF b 4 3AF P 4 4AFE 4 5AF b 4 G6AFP < TAF < 4
! {1AR 2aR | {3aR {4AR i 5AR 6AR i 7AR
5 534 | i H H H |
536 1
[ 587, o |
m—— i
586 | i
R E——
Segmento B
i VP14
1BFy 2BFm 3BFp 4 4BFy 4 5BFp < 6BFb <9 7BFb 4 <4
! {11BR | i2BR i i3BR | {4BR | i5BR | {6BR {7BR
[ S— P |

Figura 6. Posicion de los cebadores y fragmentos amplificados para la
secuenciacion de ambos segmentos gendmicos. Las posiciones se dan con respecto
a las secuencias de la cepa Jasper M18049 y M58756, para los segmentos A y B,
respectivamente.
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Tabla 1. Secuencia, posicion y tamario de las parejas de cebadores disefiadas para
la secuenciacion del segmento A de las cepas 19G4, 20G3 y 20G7 (posiciones con
respecto a la secuencia de la cepa Jasper M18049).

Cebador Secuencia (5°-3") Posicion Tamaiio
1AF GAGAGTTTCAACGTTAGTGGTA 6-539 534
1AR GCTGTTGTAGGTTAGGCTCTC
2AF CCCTTCCCGCTGGTCTGTATGC

445-980 536
2AR CCCCCTGTAGTTGTCCGCTGTGA
3AF GACACGGTTCGACTTCATTCTAC 8781300 423
3AR TCAGGGTCATACTTTCCATACTTG
4AF CTAGTGGCGTACGAGAAGATGACC
1173-1759 587
4AR TGCACCACAGGAAAGATGACTC
5AF
GCCGGGGGACGCTACCTGT 15782121 sa4
5AR GGCTTTGATGTCCACTCCGCAGAT
6AF CGGAAACATCGTGGTGGAGAAAA
1967-2552 586
6AR CTGGTCAGGTCCTTTTGGCTTCTC
7AF TGGCCAGAGCAAAAGAAGTGAAGG
2365-3076 712
7AR GTTACGGCCAGGGGATCAGTCAGG

Tabla 2. Secuencia, posicién y tamafio de las parejas de cebadores disefiadas para
la secuenciacion del segmento B de las cepas 19G4, 20G3 y 20G7 (posiciones con
respecto a la secuencia de la cepa Jasper M58756).

Cebador Secuencia (5°-3") Posiciéon Tamaiio
1BF GTGGCACCCGACATACC 22393 372
1BR CCTTCTGGGACGCTTACC
2BF CGGTAAGCGTCCCAGAAGG

375-724 350
2BR GTTGATCGGTAGTGTTTGCTCCAG
3BF GGCAGGAATCCAAACAAGA
638-1189 552
3BR TCCGTGGAATGGTGAGAAC
4BF CATACGTGACCTCGGAAGA
910-1420 511
4BR CCATGTCGGGTTGTATCG
SBF GGCCATGATGTACTACCTCCTGAC
1348-1936 589
5SBR CCGCACTATCTGGTACGCAATCTC
6BF CAGCCGCCAAATGGAGATGTTC
1801-2272 472
6BR AGCGCTTTTGGGGTCCTTGTATGT
7BF TAACGCTATCAGAACCCCTAACAA
2106-2677 572
7BR CAGCTGATTCATTTCGGATTCTTC
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1.2.5 Amplificacion de fragmentos genomicos

Para la extracciéon del RNA viral, se empled el kit comercial
RNeasy® Mini Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante
y eluyendo el RNA final en 50 pl de H20 libre de RNasas. La sintesis
de cDNA, se llevé a cabo con el kit comercial SuperScriptTM III First-
Strand Synthesis System (Invitrogen) en un volumen final de reaccion
de 20 pl: 9 pul de RNA, 1 ul de Random Primers (en un primer paso) y
4 ul de tampdn 5X, 1 pul de DTT, 1 pl de dNTPs, 0,2 ul de transcriptasa
inversa SSIIT y 3,8 ul de agua libre de RNasas (segundo paso). El RNA
y los cebadores se incubaron durante 5 min a 95 °C, para favorecer la
desnaturalizacion de RNA y cebadores, pasando inmediatamente a 4
°C. A continuacioén, se afiadio la mezcla elaborada en el paso 2 y se
prosiguio con el programa, con otras tres fases: rehibridacion a 25 °C
durante 5 min, un ciclo de elongacion de 50 min a 50 °C y un
tratamiento final a 85 °C durante 5 min. La PCR se llevo a cabo con el
kit Go Taq Flexi DNA Polymerase (Promega). Para ello, se preparo la
siguiente mezcla de reaccion: 4 pl de cDNA, 10 ul de tampon de PCR
5X Green GoTaq®, 5 pl de MgClz, 1 pl de ANTP, 0,5 pl de cada
cebador, 0,25 pl de Go Taq Flexi DNA polimerasa y H20 libre de
RNasas hasta 50 pl. Las mezclas de reaccion se sometieron a una
desnaturalizacién inicial de 95 °C, durante 4 min y a 30 ciclos de
amplificacion, cada uno consistente en una fase de desnaturalizacion a
95 °C durante 30 s, rehibridacion a 58 °C durante 30 s y extension a 72
°C durante 30 s. Por ultimo, se aplicd una extension final a 72 °C, 10
min.

1.2.6 Purificacion de fragmentos amplificados

Los productos de amplificacion se sometieron a electroforesis en
geles de agarosa al 2% en tampon TAE 1X, a 120 V durante 1 h, en
paralelo con el marcador de peso molecular BrenchTop 100 bp DNA
ladder (Promega). Los geles se tifieron con Red safe (iNtRON
Biotechnology), un analogo del bromuro de etidio, se visualizaron en
un transiluminador de luz UV y las bandas se recortaron para purificar
el fragmento amplificado. La purificacion se llevd a cabo con el kit
comercial Nucleospin Gel and PCR Clean-up (Macherey Naguel),
siguiendo las instrucciones del fabricante y resuspendiendo el DNA
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purificado en 40 pl de tampon TRIS-HCI, pH 8,5. La concentracion se
midié mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%, usando el
marcador de peso molecular y concentracion 100 bp DNA Mass Ladder
Marker (MBiotech).

1.2.7 Reaccion de secuenciacion

Una vez cuantificada la concentracion de cada producto de PCR,
éste se sometid a secuenciacion mediante el método de incorporacion
de terminadores dideoxi marcados con colorantes, empleando el kit
comercial Genome Lab TM DTCS-Quick Start Kit (Beckman). Para
ello, a una cantidad de 10 ng de DNA por cada 100 pb de fragmento a
secuenciar, se le anadieron 4 ul de DTCS, 1 ul de Sequencing Reaction
Buffer, 1 ul de cada uno de los cebadores (los usados para PCR) y agua
libre de RNasas hasta 20 ul. Las mezclas de reaccion se sometieron a
30 ciclos de desnaturalizacion a 96 °C durante 20 s, hibridacién a 50 °C
durante 20 s y elongacién a 60 °C durante 4 min. El producto de
amplificacion se precipitd en etanol al 95% (a -20 °C), anadiendo 2 pl
de acetato sodico, 2 ul de EDTA y 1 ul de glucégeno, por reaccion, y
centrifugando a 18000 g durante 15 min. Posteriormente, se aplicaron
dos lavados con etanol al 75% (a -20 °C), centrifugando a 18000 g 2
min, para eliminar los nucledtidos no incorporados. Una vez retirado el
etanol, el DNA se seco en SpeedVac (Savant) y se resuspendio en 40 pl
de tampon SLS (Beckman). Por ultimo, se desnaturalizé a 92 °C durante
2 min y se analizd en un secuenciador CEQ 8000 Genetic Analysis
System (Beckman).

1.2.8 Analisis de las secuencias

Las secuencias nucleotidicas obtenidas se analizaron utilizando los
programas SeqMan, EditSeq y MegAlin (Lasergene). El analisis de
VPS5 y de los residuos relacionados con la virulencia se hizo mediante
alineamiento y comparacion de todas las secuencias usando el programa
MegAlin (Lasergene). En el segmento A se analizaron los distintos
tipos de VPS5 presentes en cada cepa y los dominios aminoacidicos
presentes en las regiones de VP2 y NS relacionadas con la virulencia
propuestos por Santi y col., (2004): 217, 221, 247, 496 y 500. En el
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segmento B, se analizaron los residuos que Shivappa y col. (2004),
relacionaron con la virulencia: 125, 154, 187, 240 y 690.

La cepa N1 no se incluyd en el andlisis de los residuos de VP1
relacionados con la virulencia, por no disponer de la secuencia del
segmento B.

1.2.9 Replicacion diferencial de cepas de birnavirus
acuaticos

Para evaluar si las diferencias de secuencia entre las distintas cepas
incluidas en el andlisis afectaban a su fenotipo, se llevo a cabo un
analisis de la capacidad replicativa. Para ello, placas de 48 pocillos con
monocapas semiconfluentes de BF-2, se inocularon con las distintas
cepas a una MOI de 0,1 virus/célula (6 réplicas por cepa). Para
comparar la capacidad de adhesién a la célula y de replicacion de cada
cepa, se titularon de nuevo (por triplicado), como se ha descrito en el
apartado 1.2.1, a tiempos pre-y post- adsorcion, al inicio del efecto
citopatico y tras la destruccion del tapiz celular.

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Secuenciacion gendmica de novo

Las secuencias genomicas de las cepas 2290, 1146, 24R, 88R, N1,
Ab, Sp y WB ya estaban disponibles en la GenBank al inicio de este
trabajo, con excepcion de la secuencia del segmento B de la cepa N1
(codigos de acceso en el apartado 1.2.3).

Las secuencias de las cepas 19G4, 20G3 y 20G7 se determinaron
en el laboratorio con las 14 parejas de cebadores disenadas para este fin.
Para completar la secuencia de la cepa 88R, se usaron también las dos
primeras parejas disefiadas para el segmento A, ya que no poseia la
region codificante de VP5 completa. Se obtuvieron asi, para el
segmento A, secuencias de 3027 nucledtidos en la cepa 19G4, 2946 en
la cepa 20G3 y 2995 en 20G7; todas ellas abarcaban la region
codificante de VP5 completa, asi como las regiones de VP2-NS con los
residuos vinculados a la virulencia a analizar en este capitulo. El
fragmento secuenciado para completar la region de VPS5 de la cepa 88R
obtenido con las parejas de cebadores 1 y 2, fue de 760 nucledtidos.
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Para el segmento B, se obtuvieron secuencias de 2631 nucledtidos en la
cepa 19G4, 2572 en 20G3 y 2589 en la cepa 20G7, todas ellas con la
region codificante de VP1 completa.

La secuenciacion de ambos segmentos permitio un completo tipado
de las 3 cepas del Flemish Cap (Terranova), resultando una -19G4- del
tipo salvaje WB (con ambos segmentos del mismo tipo WB/WB), otra
-20G3- de tipo Ab (Ab/Ab) y la tercera -20G7- un recombinante con el
segmento A de tipo WB y el B de tipo Ab (WB/Ab) (Tabla 3).

Tabla 3. Tipos virales de las cepas del Flemish
Cap, deducidos por secuenciacion de ambos
segmentos genémicos.

Cepa SegA SegB Tipo
19G4 WB WB WB
2067 WB Ab R (WB/AD)
20G3 Ab Ab Ab

La homologia entre las secuencias del segmento A obtenidas para las
cepas 19G4 y 20G7 fue muy elevada (99,8%), al igual que entre estas
cepas y la cepa de referencia WB (99,8% y 99,9% respectivamente),
mientras que la secuencia del segmento A de 20G3 (tipo Ab) mostro
una homologia de un 99,6% con su cepa de referencia Ab. La
homologia con los otros aislados tipo Ab (2290 y 24R) fue de un 99,5%
(Tabla 4A).

En el caso del segmento B, la secuencia obtenida para 19G4 mostré
un 100% de homologia con WB, y las secuencias de 20G3 y 20G7
mostraron una homologia con Ab del 98,6% (Tabla 4B). En este caso
es de destacar, que las homologias de las secuencias de estos dos
aislados son mayores con las de los otros aislados tipo Ab de distinto
origen, que con la propia cepa de referencia (99,9% con 2290 y 24R).
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Tabla 4. Porcentaje de homologia entre las secuencias gendmicas de las distintas
cepas.

A. Segmento A B. Segmento B
Cepa | 19G4 20G3 20G7 Cepa 19G4 20G3  20G7
19G4 - - 99,8 19G4 - - -
20G3 - - - 20G3 - - 100
20G7 99,8 - - 20G7 - 100 -
2290 - 99,5 - 2290 - 99.9 99,9
1146 - - - 1146 - - -
88R - - - 88R - - -
24R - 99,5 - 24R - 99,9 99,9
NI - - - NI - - -
Ab - 99,9 - Ab - 98,6 98,6
Sp - - - Sp - - -
WB 99,8 - 99,9 WB 100 - -

1.3.2 VPS5 en las distintas cepas

Como paso inicial, se llevd a cabo un estudio previo de las
secuencias genoémicas conocidas de las cepas de referencia WB, Sp, N1
y Ab, con el fin de determinar los tipos de ORF correspondientes a la
region codificante de VP5. Como se muestra en la Figura 8, entre estas
cepas se encontraron 3 tipos de ORF. El primero, es un ORF truncado
de 45 nucledtidos, con el codon de iniciacion en la posicion 79-81, pero
que se encuentra en la misma pauta de lectura con un codén de
terminacion en posicion 124-126; este tipo se encuentra en la cepa WB.
En ella, también encontramos un segundo tipo, un ORF de 399
nucleodtidos (correspondiente a una proteina de 133 aa), que se
encuentra en una pauta de lectura distinta, comenzando en el nucleotido
123 y finalizando con un codon de terminacion en posicion 522-524;
este ORF también estuvo presente en las cepas de referencia Ab y Sp.
En Sp y Ab se encontr6é ademas un tercer tipo de ORF, mas largo, de
444 nucleotidos (148 aa), comenzando en el nucleodtido 79 y finalizando
en el 522 (coddn de terminacion en posicion 523-525), siendo también
este tercer ORF el tnico presente en la cepa N1.

En base a las secuencias obtenidas, pudieron determinarse los
codones de iniciacion y terminacion que dan lugar a las distintas formas
de VPS5 presentes en cada una las 4 cepas secuenciadas (19G4, 20G7,
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20G3 y 88R). Asi mismo, se analizaron las secuencias de los otros
aislados obtenidos en el laboratorio (Figura 7).

nes 75 1000 55 59 75 2000 5 55 75 300 55 59 75 400 55 59 75 500 55

CEPAS

1 15
o Init-VP5.1 ||
z 45 VPS5 de 399nc/ 133 aa 444
2 Init-VPs.2 | | WBATCC (AF078668)
B
=
1 VPS5 de 444nc/ 148 aa 444
Init-VPs.1| |
45 VPS5 de 399 nc/ 133 aa
Init-VPs.2 | Sp (ATCC) (AF342728)
& Ambas en la misma pautz de lectura 47
2 W7
= 1 VPS5 de 444 nc/ 1482
Init-VPs.1 | SpNI(IPNSEGA)
a 1 VPS5 de 444nc/ 1482 44
< | Init-VPs.1| |
é 43 VPS5 de 399nc/ 133 aa ‘ Ab ATCC (AF342729)
& Init-VP5.2 |
Ambas en la misma pauta de lectura 4

Figura 7. Esquema de los distintos tipos de VP5 presentes en las cepas incluidas
en el analisis.

Como se muestra en la Figura 8, entre los aislados analizados se
encontraron los tres tipos de ORF para VP5. En 19G4 y 20G7 se
observaron las dos formas caracteristicas de la cepa de referencia WB:
la forma truncada de 45 nucleotidos, correspondiente a una VP5 de tan
solo 15 aa, y el segundo tipo de ORF, codificante de una proteina de
133 aa. En los aislados 20G3, 2290, 1146 y 24R se observo el patrén
caracteristico de las cepas Ab y Sp, formado por el segundo ORF
codificante de una proteina de 133 aa, y el tercer tipo de OREF,
codificante de una proteina de 148 aa, siendo este ultimo ORF el unico
que se hayo en las cepas N1 y 88R.

[— - L ] -_— m e
A [dconsensus |GATGGCGAAAGCCCTTTCTAACAAACAAACAAACAATCTATAT- CAATGCAAGATGAACACAAAC
11 Sequence 8 90 100 110 120 140

p(19G4.5e¢ CGAAAGCCCTTTCTAACAAACAACCAACAATTCTATCT- A ATJATGAACACAACA

Pp.a. == 20G7 sec CGAAAGCCCTTTCTAACAAACAACCAACAATTCTATCT- A AACACAACA
120G 3.seC CGAAAGCCCTTTCTAACAAACAAAC- - ACAATTAATAT-C AGCACAAAC

ep I 2290.seq CGAAAGCCCTTTCTGACAAACAAAC- - ACAATTAATAT-C AGCACAAAC
* 1146 .seq CGAAAGCCCTTTCTGACAAACAAACAAACAATTTATATIC AACACAAAC

CGAAAGCCCTTTCTGACAAACAAAC- - ACAATTAATAT-C AGCACAAAC
CGAAAGCCCTTTCTAACAAACAAACAAACAATCTATAT- CAATACAAGATGAACACAAAC
CGAAAGCCCTTTCTAACAAACAAACAAACAATCTATATTCAATACAAGATGAACACAAAC

CGAAAGCCCTTTCTAACAAACAAAC- - ACAATTAATAT- CA Gf AGCACAAAC
CGAAAGCCCTTTCTAACAAACAAACAAACAATCTATAT- CA

24R.seq
r. I =) |8BR seq

N1.seq

IAb.seq

C.le AACACAAAC
CGAAAGCCCTTTCTAACAAACAACCAACAATTCTATCT- AQ GARATCOATGAACACAACA

Sp.seq
MB.seq
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B [consensus | GATGGCGAAAGCCCTTTCTAACAAACAAACAAACAATCTATAT- CAATGCAAGATG |CTGTCTGAG

11 Sequence
m){19G4.sec GATGGCGAAAGCCCTTTCTAACAAACAACCAACAATTCTATCT- ACATGARTCATG
p.a. |-ZGG7,sec GATGGCGAAAGCCCTTTCTAACAAACAACCAACAATTCTATCT- ACATGARTCATG
m)(20G3.sec | GATGGCGAAAGCCCTTTCTAACAAACAAAC- - ACAATTAATAT- CAATGCAAGATG

2290.seq ATGGCGAAAGCCCTTTCTGACAAACAAAC- - ACAATTAATAT- CAATGCAAGATG

ep. I 11465eq - ATGGCGAAAGCCCTTTCTGACAAACAAACAAACAATTTATATTCAATGCAAGATG
24Rseq - ATGGCGAAAGCCCTTTCTGACAAACAAAC- - ACAATTAATAT- CAATGCAAGATG
|-BSR.seq GATGGCGAAAGCCCTTTCTAACAAACAAACAAACAATCTATAT- CAATACAAGATG
Niseq GATGGCGAAAGCCCTTTCTAACAAACAAACAAACAATCTATATTCAATACAAGATG

cr | Abseq  |GATGGCGAAAGCCCTTTCTAACAAACAAAC- - ACAATTAATAT- CAATGCAAGATG
Sp.seq GATGGCGAAAGCCCTTTCTAACAAACAAACAAACAATCTATAT- CAATGCAAGATG

WB.seq |GATGGCGAAAGCCCTTTCTAACAAACAACCAACAATTCTATCT- ACATGAATCATG

Figura 8. Tipos de ORF para VP5 presentes entre los aislados virales. A. Regiones
con los codones de inicio para las dos formas de VP5 y la PP. B. Regiones con los
codones de terminacion para la proteina VP5. Las flechas indican las secuencias
obtenidas en el laboratorio. Los aislados se obtuvieron de portadores asintomaticos
(p-a.), epizootias (ep.) y reservorios (r.) y se compararon con 4 cepas de referencia
(c.r). CT: codon de terminacion (TGA).

1.3.3 Analisis de la secuencia de aa en las regiones de VP2
relacionadas con la virulencia

En este apartado se analizaron las secuencias aminoacidicas
correspondientes a VP2 en los aislados objeto de estudio, para
determinar los aa presentes en los residuos 217, 221, 247, 496, y 500 de
la region de VP2, y elucidar si se corresponden o no con el tipo de
residuos relacionados con la virulencia descritos por Santi y col. (2004).

Los resultados de este analisis se muestran en la Figura 9 y la Tabla
5. Ninguna de las cepas incluidas en el analisis posee Thr en posicion
217, considerado el mayor determinante de virulencia; los aa
observados en esta posicion fueron Pro (en las cepas 20G3, 2290, 1146,
88R, 24R, N1 y Sp), Ala (en 19G4, 20G7 y Ab) o glicina (Gly, G) (en
WB). La posicion 221 estd ocupada por el aa Thr en todas las cepas,
residuo relacionado con cepas avirulentas y con el establecimiento de
la persistencia. Las posiciones 247 y 496 estan ocupadas por Ala (A),
menos en el caso de la cepa 20G3, donde la A4gs se sustituye por
arginina (Arg, R). La posicion 500 es un poco mas variable: en el
residuo 500, el aa mas frecuente es tirosina (Tyr, Y), seguido de
histidina (His, H) (en 2290, 88R y N1), apareciendo también Leu (L)
en la cepa 20G3.

Ademas de las diferencias observadas en los residuos relacionados
con la virulencia, hemos observado unos residuos proximos a é€stos,
altamente variables, que hemos tenido en consideracion y cuyos aa se
reflejan también en la Figura 9 y la Tabla 5. Estos residuos se
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encuentran en las posiciones 243, 249, 250 y 473. Los resultados
parecen indicar que estas posiciones pueden estar relacionadas con la
determinacion del genotipo-serotipo, ya que todas las cepas tipo WB
poseen la combinacion T243 Ez49 V2so Aa73 y todas las cepas tipo Ab
contienen la combinacién S243 Na4o T2s0 V473, con la excepcion del
aislado 20G3 en donde la posicion 473 cambia a serina (Ser, S). Por
ultimo, todas las cepas del serotipo Sp poseen la combinacion N243 Q249
A250 Ma73,salvo la cepa Sp donde la posicion 473 esta ocupada por el aa
Thr.

oo = = I N N N ] L]

[Jcensensus  |A] APRRYEI DLPSORLPTVPATGTLTTI YEGNADI VNSTTVTGD| XFSLANNPXNETKFDF OL DF
11 Sequences 200 210 230 240 25 260

19G4 PP.pro ATAPRRYEI DLPSERLPT PTTI YEGNADI VNSTTVTGD VINETRFDFI L QF
20G7.PPpro Al APRRYEI DLPSERLPT PTTI YEGNADI VYNSTTVTGD VINETRFDFI L QF
20G3.PPpro ATAPRRYEI DLPSQRLPT LTTI YEGNADI VNSTTVTGDI TADI KFDFQLDF
2290.PP.pro ATAPRRYEI DLPSQRLPT LTTI YEGNADI VNSTTVTGDI TADI KFDFQLDF
1146.PP.pro Al APRRYEI DLPSQRLPP L TTLYEGNADI VNSTTVTGDI ANETKFHFQLDF
88R.PP.pro ATAPRRYEI DLPSQRLPP L TTLYEGNADI VNSTTVTGDI QRANETKFDF QL DF
T
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T
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24R.PPpro ATAPRRYEI DLPSQRLPT LTTI YEGNADI VNSTTVTGDI ADI KFDFQLDF
N1.PPpro Al APRRYEI DLPSQRLPP L TTLYEGNADI VNSTTVTGDI ETKFDFQLDF
AbPPpro Al APRRYEXDLPSERLPT PTTI YXGXGDI VNSTTVTGDI AD| KFDFQLDF
Sp.PPpro Al APRRYEI DLPSQSLPP L TTLYEGNADI VNSTTVTGDI ETRFDFQLDF
WB.PPpro Al APRRYEI DLPSERLPT PTTI YEGNADI VNSTTVTGD ETRFDFI LQF
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Figura 9. Residuos aminoacidicos presentes en la region VP2-NS con posible
relaciéon con la virulencia. En rojo se marcan las posiciones 217, 221, 247, 496 y
500, que en la literatura se han relacionado con la virulencia y que fueron analizadas
en este capitulo. En verde se enmarcan residuos altamente variables observados en
este analisis y que han sido tenidos en consideracion.
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Tabla 5. Aminoacidos observados en los residuos de VP2 relacionados con la
virulencia. En la zona sombreada se muestran los aminoacidos adicionales,
observados en este analisis en regiones muy variables.

Cepa Tipo 217 221 247 496 500 | 243 249 250 473

19G4 WB/WB Ala Thr Ala  Ala  Tyr | Thr Glu Val Ala
20G7 WB/Ab Ala Thr Ala  Ala  Tyr | Thr Glu Val Ala
20G3 Ab/Ab Pro Thr Ala  Arg Leu | Ser Asn Thr  Ser
2290 Ab/Ab Pro Thr Ala  Ala  His Ser Asn  Thr  Val
1146 Sp/Sp Pro Thr Ala  Ala  Tyr | Asn  Gln Ala  Met
88R Sp/Sp Pro Thr Ala Ala His | Asn  Gln Ala  Met
24R Ab/Ab Pro Thr Ala Ala  Tyr | Ser Asn  Thr  Val
N1 Sp/Sp Pro Thr Ala Ala His | Asn  Gln Ala  Met
Ab Ab/Ab Ala Thr Ala Ala  Tyr | Ser Asn  Thr Val

Sp Sp/Sp Pro Thr Ala Ala Tyr | Asn  Gin Ala Thr
WB  WB/WB Gly Thr Ala  Ala  Tyr | Thr Glu Val Ala

1.3.4 Analisis de los residuos de VP1 relacionados con la
virulencia

El anélisis de la secuencia de aminoacidos de la proteina VP1
reveld muy poca variabilidad entre estas cepas (Tabla 6 y Figura 10).
Tan solo se observaron diferencias en la posicion 690, encontrandose
en esta el aa fenilalanina (Phe, F) en la mayoria de las cepas y el aa
glutamina (Glu, E) en la cepa Ab, y Ala en WB y 19G4. En las otras
posiciones se repite la combinacion li2s Tisa Pis7 H2a0 (isoleucina/
isoleucina/ prolina/ histidina).

Ademas de estos residuos, en las posiciones correspondientes a los
descritos por Shivappa y col. (2004), vinculados con la virulencia del
virus, hemos observado en la secuencia aminoacidica de estas cepas
otras tres regiones que difieren bastante entre las cepas analizadas.
Estos residuos, en posiciones 85, 176 y 658, parecen estar relacionados
con la determinacion del serotipo/genotipo ya que las cepas tipo Ab
presentan la combinacion Ess A176 Ness, mientras que las tipo Sp y WB
presentan la combinacion Dss Gi76 Tess (Figura 11 y Tabla 6).
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[ consensus GTF GAPDI TLLKOL TFJRQVREAI ATL OYGSJATGRNPNKTPLAYGYT|DKSYLPHVTVKSSAINTPEAEF DI KDRP
10 Sequence 120 1 150 160 | 180 190 £9

19G4 pro | GTFGAPDI [TLLKQL TFJRQVREAIJATLQYGSJATGRNPNKTPKTVGYT|IDKSYLHAHN TI KSSAIL THPWRAB TPKP G|
20G7.pro GTFGAPDI [TLLKQL TFIRQVREAIATLQYGSIATGRNPNKTPLAVGYT|IDKSYLAHN TVKSSANTPEARFDI KDRP
20G3.pro GTFGAPDI [TLLKQL TFJRQVREAIJATLQYGSJATGRNPNKTPLAVGYTIDKSYLAHN TVKSSAINTPEARFPDI KDRP
2290.pro |GTFGAPDI [TLLKQL TFJRQVREAIATL QYGSATGRNPNKTPLAVGYT|DKSYLAHV TVKSSAINTPEABFDI KDRP
1146.pro |GTFGAPDI [TLLKQL TFJRQVREAI|JATL QYGSJRTGRNPNKTPLAVGYT|IDKSYLHHN TVKSSAINTPETHFDVKDRP
88Rpro |GTFGAPDI[TLLKQL TFJRQVREAIATL QYGSIATGRNPNKTPLAVGYT|IDKSYLAHV TVKSSANTPETHFDVKDRP
24Rpro |GTFGAPDI[TLLKQL TFJRQVREAIATL OYGSATGRNPNKTPLAVGYT|DKSYLAHV TVKSSANTPEABFDI KDRP
IAB.pro GTFGAPDI [TLLKQL TFJRQVREAIJATL QYGSJRTGRNPNKTPLAVGYTIDKSYLHHN TVKSSAIl NTPEAEF DI KDR
SP.pro GTFGAPDI [TLLKQL TFJRQVREAIJATL QYGSATGRNPNKTPLAVGYT|DKSYLHHNY TAKSSAINTPETHEFDVKDRP
WBpro |GTFGAPQI[TLLKQL TFJRQVREAIATL QYGSATGRNPNKPKTVGYT| DKSYLAHNTI KSSAIL THP WA TPKPG|

Figura 10. Aminoacidos presentes en las regiones de VP1 relacionadas con la
virulencia. En rojo se marcan las posiciones que en la literatura se han relacionado
con la virulencia (Shivappa y col., 2004) y que fueron analizadas en este capitulo.

[T T

]
[consensus  AMYV XDGKL KINRLLAMKXVATGRNPIVTGFLDDWNXMSEF GGDL
10 Sequences 90] 170 180 650 660
19G4 .pro DDGKLK|NRLLAMKHGWVATGRNPITSPGS. MP CQNSAET
20G7 .pro EDGKLK|NRLLAMKHANVATGRNPlVTGFLDD SEF GGDL
20G3.pro EPGKLK|NRLLAMKANATGRNPlYTGFLDD SEF GGDL
2290.pro EDGKLK|NRLLAMKHANVATGRNPly TGFLDD SEF GGDL
1146.pro DDGKLK|NRLLAMKHGVATGRNPly TGFLDD SEF GGDL
88R.pro DDGKLK|NRLLAMKHGVATGRNPly TGFLDD SEF GGDL
24R.pro EDGKLK|NRLLAMKHANATGRNPl TGFLDD SEF GGDL
IAB.pro EDGKLKINRLLAMKANATGRNPlpy TGEL DDUNNMSEF GGD
SP,pru DDGKLK|NRLLAMKGKATGRNP VTGFLDD SEF GGDL
|\NB.pro DDGKLKINRLLAMHGVATGRNPlrspcs. MPATITCQNSAET

Figura 11. Residuos variables observados en la region codificante de VP1. En verde
se enmarcan 3 residuos que no se mencionan en la literatura, pero en los que se ha
observado una gran variabilidad en este analisis y, por ello, se han tenido en
consideracion.

Tabla 6. Aminoacidos observados en los residuos de VP1. En la zona sombreada
se reflejan tres residuos, que no se mencionan en la literatura, pero que se han
tomado en consideracioén.

Cepa 125 154 187 240 690 85 176 658
19G4 Ile Ile Pro His Ala Asp Gly Thr
20G7 Ile Ile Pro His Phe Glu Ala Asn
20G3 Ile Ile Pro His Phe Glu Ala Asn
2290 Ile Ile Pro His Phe Glu Ala Asn
1146 Ile Ile Pro His Phe Asp Gly Thr
88R Ile Ile Pro His Phe Asp Gly Thr
24R Ile Ile Pro His Phe Glu Ala Asn
Ab Ile Ile Pro His Glu Glu Ala Asn
Sp Ile Ile Pro His Phe Asp Gly Thr
WB Ile Ile Pro His Ala Asp Gly Thr
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1.3.5 Replicacion diferencial
Los resultados del analisis de la capacidad replicativa llevados a
cabo con las distintas cepas se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultados de replicacion diferencial de las cepas de referencia de IPNV
y los distintos aislados naturales. (I): inicio del ECP, (D): destrucciéon total del
tapiz celular.

Cepa N % Tiempo Titulo Tiempo Tilulo
VP5 Adsorcion ECP (I) ECP (I) ECP (D) ECP (D)
19G4 2 94,4 <2 2,14x10° 3 3,97x10°
20G7 2 100 >3 1,22x107 6 1,43x10°
20G3 2 100 3 7,87%103 8 2,23x108
2290 2 90,3 <2 3,51x10° 4 1,77x10°
1146 2 98,4 <2 1,29x10° 4 2,56x10°
88R 1 98,4 2 2,7x107 4 1,18x10°
24R 2 97,2 <2 5,6x10% 4 5,6x10%
N1 1 97,2 <2 2,16x107 4 1,26x10%
Ab 2 50 <2 4,38x107 3 3,97x107
Sp 2 91,1 2 1,75x108 4 3,51x108
WB 2 54,7 2 9,82x10% 4 2,64x10°

Los niveles de adsorcion fueron en general altos para todas las cepas,
alcanzando valores superiores al 90%, e incluso del 100% en las cepas
20G3 y 20G7. Solo las cepas de referencia Ab y WB mostraron niveles
de adsorcion inferiores, con porcentajes de 50% y 54,7%
respectivamente. El inicio del ECP se produjo a los dos dias en la
mayoria de las cepas, tiempo en el cual en algunas cepas (indicadas
como <2) el efecto ya estaba bastante avanzado; en las cepas 20G3 y
20G7, el ECP se produjo de una manera mas lenta, no detectandose
hasta el tercer dia, siendo en el caso de la cepa 20G7 un efecto atin tenue
a dia 3 (> 3). El menor titulo al inicio del ECP observado se produjo en
la cepa 20G3 (7,87x10°), que precisamente mostrd un inicio mas tardio,
al igual que la cepa 20G7 que también alcanzo, al inicio, un titulo
bastante bajo. Esta cepa y las cepas 88R, N1 y Ab, alcanzaron titulos de
en torno a 107 al inicio del ECP. Las cepas 24R, Sp y WB alcanzaron
valores intermedios, con titulos de 10%, siendo las cepas 2290 y 1146
las que alcanzaron un titulo més elevado al inicio del ECP (3,51x10°,
1,29x10°, respectivamente). La destruccion total del tapiz se produjo de
1 a 2 dias tras el inicio del ECP en la mayoria de los casos, mientras que
en las cepas 20G3 y 20G7 se produjo, una vez mas, de una manera mas
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lenta; en 20G7 la destruccion total se observo a dia 6 (3 dias después
del inicio) y en 20G3 a dia 8 (5 dias después). Pese a la diferencia en
los niveles de adsorcidon y en los tiempos de replicacion, todas las cepas
(con excepcion de Ab) alcanzan altos titulos en la lisis total del tapiz
(valores de 10® y 10°) siendo las cepas 88R, 20G3 y 20G7 las que
mostraron un mayor incremento en el titulo desde el inicio al final del
ECP.

1.4 DISCUSION
Hay discrepancias entre los autores respecto a la implicacion de VPS5 en
los niveles de virulencia de virus tipo IPNV, tanto in vitro como in vivo.
Asi, aunque tanto Weber y col. (2001) como Santi y col. (2005b)
afirman que VPS5 es dispensable para la replicacion, virulencia y
persistencia del virus, Méndez y col. (2015) demostraron que es
fundamental para la dispersion del virus IBDV. En nuestro estudio se
han observado tres tipos de VP5: la VPS5 tipica, de 148 aa, y dos formas
truncadas de 133 y 15 aa. La mayoria de las cepas incluidas en el
analisis pueden expresar dos de ellas: las cepas WB, 19G4 y 20G7
(serotipo WB) presentan las formas de 148 y 15 aa; las cepas Sp, 1146
(serotipo Sp), Ab, 20G3, 2290 y 24R (serotipo Ab) presentan las VP5
de 148 y 133 aa, y solo las cepas N1 y 88R (serotipo Sp) presentan una
unica forma de VP5 de 148 aa. A pesar de las distintas formas
detectadas, no se observé ninguna relacion directa entre la expresion de
una forma determinada y la capacidad de adsorcion o de replicacion del
virus, ya que en los resultados de replicacion diferencial se observaron
niveles de adsorcion altos y bajos para cada patron de VPS5, y los niveles
de replicacion fueron similares en todas las cepas. Por otro lado,
tampoco encontramos relacion entre los tipos de ORF contenidos por
las cepas y su nivel de virulencia putativa en base al origen del aislado.
En relacion con los residuos de la region VP2-NS, a pesar de que
se ha determinado que los residuos del segmento A relacionados con la
virulencia son los de las posiciones 217, 221, 247 (Bruslind y Reno,
2000; Santi y col., 2004; Shivappa y col., 2004) y que se ha propuesto
que las combinaciones T217 A221 'y T217 A221 T247 se relacionan con altos
niveles de virulencia, P217 A221 con niveles de virulencia moderados y
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las que incluyen T221 con las cepas avirulentas, existen discrepancias en
cuanto a estos patrones de virulencia, ya que diversos autores han
observado que no siempre se cumplen. Ruane y col. (2014) trabajando
con aislados irlandeses, comprobaron que las cepas con la combinaciéon
P217 A221 presentaban niveles de virulencia superiores a los esperados.
Salgado-Miranda y col. (2014) observaron algo similar en aislados
mexicanos, donde cepas con la combinacion Az17 T221 E247 que se
suponia deberian ser avirulentas por poseer Thr en posicion 221,
presentaban niveles de mortalidad moderada. Nuestros resultados
parecen diferir también de las pautas de virulencia propuestas para estos
tres residuos, ya que a pesar de que, a priori, todas las cepas deberian
ser avirulentas por poseer Thr en la posicion 221, y de presentar
aminoacidos en la posicion 217 que implican baja virulencia (no Thr)
todas ellas, con excepcion de Ab, muestran altos niveles de adsorcion y
replicacion en la linea celular BF-2. Ademas, entre todas ellas, si bien
unas provienen de peces portadores asintomaticos, lo que justificaria el
tipo de determinante, otras provienen de epizootias, por lo que deberian
mostrar los determinantes de alta virulencia.

Teniendo en cuenta que el aa en posicion 217 parece estar
relacionado con la unién a receptores celulares (Bruslind y Reno, 2000),
nuestros resultados de replicacion diferencial in vitro, parecen indicar
que la ubicacion de una Pro en esta posicion implica una mayor
eficiencia en la adsorcion a la célula (porcentajes de adsorcion por
encima del 90%) que los aa Gly y Ala, ya que cepas con estos aa en esa
posicion (WB y Ab) muestran menores porcentajes de adsorcion; no
obstante, en el caso de la Ala 217, hay otras dos cepas (19G4 y 20G7)
que la presentan y muestran una elevada adsorcion. No se ha encontrado
ninguna relacion entre la variacion de secuencia en estas posiciones y
su capacidad replicativa, ya que a pesar de que las cepas 20G7, 88R,
N1 y Ab alcanzan bajos titulos al inicio del ECP, sus valores de
TCIDso/ml en el momento de lisis total del tapiz son similares a los de
las otras cepas (con excepcion de Ab). Por lo tanto, no se observan
diferencias claras en la capacidad de replicacion de las cepas analizadas,
a pesar de diferir en el aa 217, directamente relacionado con la
virulencia. Esa ralentizacion para alcanzar la maxima produccion viral
podria deberse a una peor eficacia en la dispersion entre células,
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caracteristica que segiin Méndez y col. (2015), se debe a no codificar
una VPS5 completa, al menos en IBDV. Sin embargo, algunos de estos
virus tienen un ORF no truncado al inicio, por lo que no puede ser la
explicacion.

Las otras tres posiciones descritas por Santi y col. (2004) se
muestran mas variables en estas cepas, salvo el residuo 496, que en la
mayoria de las cepas presentan una Ala. En la posicion 500 se
observaron los aa Tyr e His. La unica cepa que difiere en estos residuos
es el aislado 20G3, que posee Arg en la posicion 496 y Leu en 500, lo
que podria relacionarse con su replicacion mas lenta, ya que esta cepa
tarda 3 dias en iniciar el ECP, siendo el titulo al inicio muy bajo
7.87x10° TCIDso/ml (al menos dos log inferior al de las otras cepas) y
necesitando ademas 8 dias para completar el ECP.

Un dato a destacar de este andlisis es que el estudio de estos
residuos nos ha llevado a la deteccion de una serie de cambios en los
aislados procedentes del Flemish Cap (19G4, 20G3 y 20G7) con
respecto a las cepas de referencia de su mismo tipo, que podrian
explicar las diferencias de comportamiento observadas en el capitulo
anterior. Estas diferencias son: un cambio de Gly (G) a Ala (A) en
posicion 217 de la cepa WB a las 19G4 y 20G7, y un cambio de A496
Ysoo de la cepa Ab, a R496 Lsoo R en la cepa 20G3.

Otras posiciones, no reflejadas en la literatura, pero en las que
hemos observado una secuencia altamente variable, se corresponden
con los residuos 243, 249, 250 y 473. Los cambios observados en ellas
parecen estar relacionadas con la determinacion del serotipo de la cepa,
ya que las cepas tipo WB poseen la combinacion T243 E249 Vaso Aa73, y
todas las cepas tipo Ab contienen la combinacion S243 N249 T2s0 Va3,
con la excepcion del aislado 20G3, en donde la posicion 473 cambia a
serina. Por tultimo, todas las cepas del serotipo Sp poseen la
combinacion N243 Q249 A2s0 Ma73; salvo la cepa Sp, donde la posicion
473 esta ocupada por el aa treonina. Estas combinaciones tampoco
parecen estar relacionadas con la virulencia de las cepas ensayadas, ya
que no justifican las diferencias de adsorcion y replicacion observadas.

En IBDV se ha descrito que las variaciones en la region codificante
de VP2 no son el tinico factor de regulacion de la virulencia del virus,
siendo demostrada también la influencia de la polimerasa viral en la
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eficiencia de replicacion y la virulencia (Liu y Vakharia, 2004; Boot y
col., 2005; Wei y col., 2006), identificandose distintos residuos en esta
proteina que difieren entre cepas virulentas y avirulentas (4, 61, 145,
287, 508, 511, 646 y 687) (Wei y col., 2006) e incluso residuos
especificos (115, 653) que determinan la replicaciéon en una linea
celular concreta (Brandt y col., 2001). Sin embargo, hasta donde
sabemos, en IPNV, solo Shivappa y col. (2004) relacionaron ciertos
residuos de VP1 con la virulencia (125, 154, 187, 240 y 690), estando
este hecho ain sin demostrar. Nosotros hemos analizado en este
capitulo los aa presentes en estas posiciones en nuestras cepas, no
encontrando una relacion directa entre las diferencias en la secuencia
de aa y las diferencias de adsorcion-replicacion observadas. Tan solo se
observaron diferencias en los aa del residuo 690, en el cual la mayoria
de las cepas presentan Phe, mientras que las cepas 19G4 y WB
presentan Ala y la cepa Ab Glu. Teniendo en cuenta los datos de
adsorcion y replicacion, podriamos deducir que la localizacion de un
Glu en esta posicion conlleva a una disminucioén de la capacidad de
adsorcion de las particulas, ya que esta cepa es la que presenta el menor
porcentaje de adsorcion (50%), e incluso, una cierta desventaja
replicativa, ya que sus titulos al inicio del ECP y en el momento de lisis
total son inferiores a los de las otras cepas ensayadas. La localizacion
de una alanina podria representar también una inferior capacidad de
replicacidn, ya que la cepa WB es la segunda cepa con menor capacidad
de adsorcion (54,7%), aunque este hecho no queda claro, ya que 19G4
también presenta una Ala en posicion 690, siendo su adsorcion del
94,4%, y ademas, no se observan diferencias de replicacion entre estas
dos cepas y las demés (con Phe en 690).

Los residuos altamente variables en estas cepas, en posiciones 85,
176 y 658 de la region codificante de VP1, no parecen tampoco estar
relacionados con la virulencia. En este caso, al igual que los residuos
variables observados en el segmento A, parecen estar relacionados con
la determinacidon del serotipo-genotipo de la cepa, ya que todas las
cepas tipo Sp y WB (WB, 19G4, Sp, 1146, 88R) presentan la
combinacion Asp, Gly, Thr en estas posiciones, mientras que las cepas
tipo Ab (Ab, 20G3, 20G7, 2290 y 24R) presentan la combinacion Glu,
Ala, Asn.
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Los resultados de esta primera fase de estudio no parecen apoyar la
tesis de algunos autores de que la virulencia de IPNV est4 determinada
por residuos aminoacidicos especificos en las proteinas virales,
fundamentalmente en VP2 y VP1. Estos resultados nos han impulsado
a plantearnos la hipdtesis de que debe haber, en este virus, mas factores
en juego y que el nivel de virulencia de la cepa viene determinado por
varios factores al mismo tiempo.
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CAPITULO 2:
REASSORTMENT

2.1 INTRODUCCION

El reassortment es un tipo de recombinacion genética que implica el
intercambio de segmentos gendmicos entre cepas de un mismo virus.
Este fendmeno fue descrito por primera vez en acuabirnavirus por
Romero-Brey y col. (2009), quien, haciendo un andlisis genético de
acuabirnavirus aislados de poblaciones naturales de peces en el banco
pesquero Flemish Cap, comprobdé que parte de los acuabirnavirus
analizados poseian un genoma compuesto por segmentos procedentes
de dos tipos distintos. Desde entonces, se han detectado multitud de
cepas recombinantes en diferentes localizaciones de todo el planeta
(Cutrin y col., 2010; Lago y col., 2014; Moreno y col., 2014). En el afio
2015 se confirm6 la presencia de reassortment también en
avibirnavirus, otro género de la familia Birnaviridae (Lu y col., 2015) .

Este fenomeno también fue descrito en otras familias virales y con
frecuencias muy diferentes. Asi, hantavirus, lassa virus, tenuivirus
poseen bajas tasas de reassortment, mientras que Influenza A, rotavirus
A y cystovirus poseen altas tasas (Simon-Loriere y Holmes, 2011) y
constituye, junto con las mutaciones secuenciales y la recombinacion
genética, uno de los mecanismos de evolucién de virus de RNA
bicatenal (Wei y col., 2006) y uno de los principales mecanismos para
modificar la estructura de los genes y genomas, contribuyendo a la
diversidad genética de este tipo de virus (Devold y col., 2006).
Desafortunadamente, los mecanismos del reassortment contintian
siendo desconocidos.

Se han descrito dos tipos de reassortment, uno en el que la
incorporacion de los segmentos durante la replicacion ocurre al azar y
otro donde la incorporacion estd mediada por una serie de senales que
permiten la seleccion de segmentos especificos (Pérez-Losada y col.,
2015). Hasta la fecha, se han observado muchos indicios para el
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segundo de ellos. Las sefiales de incorporacion para acuabirnavirus no
se conocen, pero si se han sido descrito en otras familias virales: en
reovirus el reassortment depende de tres nucledtidos en su region
terminal UTR 5" y de determinadas mutaciones en dicha region (Roner
y col., 2004), mientras que en nodavirus se han propuesto una serie de
substituciones en ambos segmentos gendmicos que pueden estar
involucradas en el proceso de intercambio (Olveira y col., 2009).

Ademas de factores especificos del virus, en el proceso de
reassortment influyen otros factores como las condiciones ambientales,
el sistema inmune del huésped e, incluso en el caso de algunos virus, la
posible presion selectiva que ejercen las vacunas (Wei y col., 2006). En
cuanto a las condiciones ambientales, se ha descrito que, condiciones
como el régimen de coinfeccion que a su vez depende de la distribucion
geografica, pueden influir en el proceso (Diaz-Muioz y col., 2013;
Goedhals y col., 2014). En el caso del virus de la anemia infecciosa del
salmon (ISAV), se ha sugerido que las condiciones de estrés y
confinamiento constituyen un entorno ideal para la evolucion viral y,
por lo tanto, para que se produzca este fendomeno (Cardenas y col.,
2014).

Se ha propuesto que el reassortment facilita el salto entre especies
permitiendo al virus adquirir nuevas condiciones antigénicas que le
permiten infectar nuevos huéspedes (Pérez-Losada y col., 2015).
Ademas, juega un papel importante en la emergencia y expansion de
nuevas cepas, alterando la antigenicidad y/o patogenicidad (Ramig,
1997; Ohashi y col., 2004; Nikolakaki y col., 2005). Se ha descrito en
diversas familias la aparicion de nuevos fenotipos tras el proceso de
reassortment entre cepas altamente patogénicas y cepas avirulentas (Le
Nouén y col., 2006; Wei y col., 2008; Kirsanovs y col., 2010; Coetzee
y col., 2014; Park y col,, 2014), sugiriendo una modificaciéon de la
virulencia mediante este proceso de evolucion.

La implicacion del reassortment en la virulencia en acuabirnavirus,
ya ha sido propuesta por nuestro grupo en varias ocasiones (Lago y col.,
2010; 2013). Por ello, ante los resultados poco concluyentes de la
primera parte del estudio, nos planteamos un nuevo objetivo para esta
fase, que es determinar el mecanismo (aleatorio o dirigido) de
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encapsidacion de segmentos, analizar la frecuencia de reassortment en
condiciones ex vivo y su posible efecto sobre la virulencia del virus.
Los datos resultantes de este capitulo fueron publicados en el articulo
“In vitro reassortment between Infectious Pancreatic Necrosis Virus
(IPNV) strains: The mechanisms involved and its effect on virulence”
que se puede consultar en el Anexo de esta tesis.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Lineas celulares, cepas virales y titulacion viral

Para la produccion y titulacion viral se usaron monocapas
semiconfluentes de BF-2 (Tronco caudal de blueguill, Lepomis
macrochirus) 'y CHSE-214 (embrion de salmén chinook,
Oncorhynchus tshawytscha), que se cultivaron a 20 °C y 15 °C
respectivamente, en medio esencial de Eagle (EMEM) suplementado
con 10% de suero bovino fetal, 100 U/ml de penicilina y 100 png/ml de
estreptomicina.

La produccion viral se llevé a cabo en frascos de 25 cm?usando las
cepas 19G4, 20G3 y 20G7, tres aislados naturales obtenidos de gallineta
(Sebastes mentella), procedente del Flemish Cap (Terranova), que se
corresponden con los tipos WB/WB, Ab/Ab y WB/Ab respectivamente
(segmento A/segmento B), (Romero-Brey y col., 2009). Ademas, para
los estudios de coinfeccidon y generacion de recombinantes ex vivo, se
llevo a cabo también la propagacion de las cepas de referencia de IPNV
Ab, C1, Spy WB.

Para los ensayos de reassortment in vitro, se usaron dos clones de
BF-2: uno con mas de 200 pases, que en adelante se denominard “clon
viejo”, y un nuevo clon (“clon nuevo”) comprado ex profeso a la
ECACC.

La titulacién viral se llevé a cabo en placas de 96 pocillos, mediante
el método de dosis infectiva 50 o TCIDso/ml. Para ello, se realizaron
diluciones seriadas del virus en tampon de Earle suplementado con 100
U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Cada diluciéon se
inoculo por triplicado y las células se incubaron a 15 °C durante 10 dias,
tras los cuales se leyo el titulo viral por el método de Reed y Miiench
(1938).
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2.2.2  Reassortment in vitro

Se llevaron a cabo cuatro sets de coinfeccion, los cuales se indican
en la Tabla 8, en tapices celulares en frascos de 25 c¢cm?, a una
multiplicidad de infeccion (MOI) entre 0,01 y 0,1 virus/célula:

A. Coinfecciones en CHSE-214 y secuenciacion por método
Sanger: Se llevaron a cabo las coinfecciones Ab:WB,
Ab:Sp y Sp:WB aratio 1:1 (igualando el titulo viral) y una
segunda ronda con la coinfeccion Ab:2WB (ratio 1:2). Tras
visualizar el efecto citopatico (ECP), la suspension viral se
clond en placas de 48 pocillos usando el mismo clon de
células y el método de punto final de diluciones seriadas.
Para ello, se aplicaron diluciones seriadas de cada
coinfeccion y se inocularon 5 réplicas de cada una por placa
(diluciones 10 a 107'%), en un total de 10 placas, para
disponer de 50 clones para secuenciar. Las placas se
incubaron durante 10 dias a 15 °C y, tras la incubacidn, se
recogié el ultimo pocillo con ECP en cada dilucion
(asumiendo que el ECP de ese pocillo se debe a la
replicacion de una tUnica particula viral) y se analizo
mediante secuenciacién por el método de Sanger, previa
amplificacion por RT-PCR. Para ello, se llevo a cabo la
extraccion del RNA viral usando el kit comercial RNeasy®
Mini Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del
fabricante, y eluyendo el RNA final en 50 ul de H20 libre
de RNasas. La sintesis de cDNA se llevo a cabo con el kit
comercial SuperScript™ III First-Strand Synthesis System
(Invitrogen), en un volumen final de reaccion de 20 ul: 9 pl
de RNA, 1 pl de Random Primers (en un primer paso) y 4
ul de tampén 5X, 1 pl de DTT, 1 ul de dNTPs, 0,2 ul de
transcriptasa inversa SSIII y 3,8 pl de agua libre de RNasas.
La PCR se llevo a cabo con el kit Go Taq Flexi DNA
Polymerase (Promega); para ello, se prepar6 una mezcla de
reaccion con 4 pl de cDNA, 10 pl de tampdn de PCR 5X
Green GoTaq®, 5 ul de MgClz, 1 pl de dNTP, 0,5 ul de
cada cebador, 0,25 ul de Go Taq Flexi DNA polimerasa y
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H2O libre de RNasas hasta 50 pl. Para la amplificacion se
usod la pareja de cebadores descrita por Heppell y col.
(1992), 5’AGAGATCACTGACTTCACAAGTGAC
3’(forward) y 5" CTCAGTAGAAAGGACACCACGTGT
3" (reverse) para el segmento A, y la pareja 5’
GAATCCMAACAAGACTCC 3" (forward) y 57
CACCATTGATAGYARTAGG 3"  (reverse), en
posiciones 643 y 1105 en la cepa Jasper (M58756), para el
segmento B. Los productos amplificados se visualizaron en
geles de agarosa al 2% mediante tincion con Red Safe
(iNtRON Biotechnology) y recuperados usando el kit
Nucleospin Gel and PCR Clean-up de Machery Nagel
(siguiendo las instrucciones del fabricante). Los fragmentos
purificados se sometieron a secuenciacion mediante el
método de Sanger, usando el kit Genome Lab TM DTCS-
Quick Start (Beckman) con mezclas de reaccion
compuestas por una cantidad de 10 ng de DNA por cada
100 pb de fragmento a secuenciar, 4 ul de DTCS, 1 ul de
Sequencing Reaction Buffer, 1 ul de cada uno de los
cebadores y agua libre de RNasas hasta 20 pl. El producto
de amplificacion fue precipitado en etanol al 95% (a -20 °C)
(afiadiendo por reaccion 2 pl de acetato sodico, 2 ul de
EDTA y 1 pl de glucogeno) y centrifugando a 18000 g
durante 15 min. Posteriormente, se hicieron dos lavados
con etanol al 75% (a -20 °C), centrifugando a 18000 g 2
min, para eliminar los nucleétidos no incorporados. El
DNA se sec6 en SpeedVac (Savant) y se resuspendié en 40
ul de tampon SLS (Beckman). Por tltimo, se desnaturalizo
a 92 °C durante 2 min y se analiz6 en un secuenciador CEQ
8000 Genetic Analysis System (Beckman). Las secuencias
nucleotidicas obtenidas se analizaron utilizando los
programas SeqMan y MegAlin del software Lasergene.

. Coinfecciones en BF2-clon viejo y secuenciacion por

método Sanger: Utilizando un clon viejo de células BF-2,
se llevaron a cabo las coinfecciones Ab:WB, Sp:Ab y
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Sp:WB a ratios 1:1, y un segundo set de coinfecciones
Ab:2Sp (1:2) y 2Ab:WB y 2Sp:WB (2:1). La progenie fue
clonada y secuenciada como se describio en el apartado
anterior.

. Coinfecciones en BF2-clon nuevo y secuenciacion por
método Sanger: Usando un clon nuevo de células BF-2, se
llevaron a cabo 6 coinfecciones diferentes: las tres
coinfecciones a ratio 1:1 descritas en los pasos anteriores,
Ab:WB, Sp:Ab y Sp:WB, y una nueva coinfeccion de estas
tres cepas con la cepa Cl1 (Ab:C1, WB:C1 y Sp:C1). El
método de clonacion y secuenciacion fue el mismo que en
los apartados anteriores.

. Coinfecciones en BF2-clon nuevo y secuenciacion por
método Illumina: Empleando un clon nuevo de células BF-
2, se realizaron las coinfecciones Ab:WB, Sp:Aby Sp:WB,
Ab:C1, WB:C1 y Sp:Cl. Para el andlisis de la progenie
resultante, se realiz6 la extraccion de RNA a partir del virus
crudo (sin clonacion), y a continuacion se llevo a cabo la
amplificacion de fragmentos genomicos de ambos
segmentos mediante PCR, del modo descrito anteriormente
y usando la pareja de cebadores:
5" AAAGGCATGGGGCTGGAGAG 3’ (forward) y 5°
TGTGCACCACAGGAAAGATGACTC 3’ (reverse) para
el segmento A, en posiciones 1439 y 1761 en la secuencia
de la cepa Jasper (M18049), y para el segmento B 5’
GAATCCMAACAAGACTCC 3" (forward) y 57
GTAGGGTAGGCCGGCTGAGGACTT 3’ (reverse), en
posiciones 643 y 853 en la cepa Jasper (M58756); todos
marcados mediante la adicidn en el extremo 5” de las colas:
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG y
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG
para cebadores forward y reverse, respectivamente. Los
productos de amplificacion se purificaron con el kit
comercial Nucleospin Gel and PCR Clean-up (Macherey
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Naguel) y se analizaron mediante el sistema de
secuenciacion MiSeq, mediante librerias illumina
(Sistemas Gendémicos).

Para analizar la distribucion de los distintos tipos virales en la progenie,
se analizaron los porcentajes obtenidos por el método de secuenciacioén
[Nlumina, aplicando un algoritmo matematico desarrollado
especificamente para este analisis (David Pazos).

Tabla 8. Coinfecciones llevadas a cabo y método de analisis para cada una de
ellas:

Coinfeccion  Linea celular Ratio Analisis Experimento
CHSE-214 1:1 A
Ab+Sp BF-2 1:1-1:2 Clonacion-secuenciacion B
BF-2* 1:1 C
CHSE-2ed Bl Clonacioén-secuenciacion A
Ab+WB BF-2 1:1-2:1 B
BF-2* 1:1 C
CHSERG 11 Clonacion-secuenciacion A
Sp+WB BF-2 1:1-2:1 B
BF-2* 1:1 C
Ab+C1 BF-2* 1:1 Clonacion-secuenciacion C
Sp+C1 BF-2* 1:1 Clonacion-secuenciacion C
WB+C1 BF-2* 1:1 Clonacion-secuenciacion C
Ab+Sp BF-2* 1:1 Sec. Librerias [llumina D
Ab+WB BF-2* 1:1 Sec. Librerias Illumina D
Sp+WB BF-2* 1:1 Sec. Librerias [1lumina D
Ab+C1 BF-2* 1:1 Sec. Librerias Illumina D
Sp+C1 BF-2* 1:1 Sec. Librerias Illumina D
WB+Cl1 BF-2* 1:1 Sec. Librerias Illumina D

BF2*nuevo clon celular

2.2.3  Analisis estadistico

Los porcentajes de distribucion de los segmentos A y B de cada
poblacion originada por coinfeccion se compararon estadisticamente
con los valores esperados en un proceso de reassortment aleatorio, con
el fin de determinar si la encapsidacion de estos segmentos se realiza de
modo dirigido o al azar. Para ello, se aplico un test chi-cuadrado (%)
usando el programa GraphPad Prism vs 7.0 (La Jolla California USA).
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2.2.4 Replicacion diferencial ex vivo

Tras el proceso de clonacidn en los primeros dos experimentos, se
selecciond un clon recombinante originado por cada una de las
coinfecciones: WB/Ab, Ab/Sp y WB/Sp (segmento A/ segmento B) y
se inocularon junto con las tres cepas de referencia en placas de 48
pocillos, a MOI 0,1 virus/célula (6 réplicas por cepa) con monocapas
confluentes del tipo de célula correspondiente en cada caso. Se recogid
un pocillo inoculado de cada cepa a tiempos pre- y post- adsorcion (1
h) y una vez observado el ECP.

Al final del experimento cada una de las alicuotas obtenidas se
titul por triplicado mediante el método de TCIDso/ml, en placas de 96
pocillos con monocapas confluentes del correspondiente tipo celular,
con el fin de comparar la capacidad de adsorcion y de replicacion de
cada una de las cepas.

2.2.5 Replicacion diferencial in vivo

El andlisis del efecto del reassortment sobre la virulencia de
birnavirus acuaticos se llevo a cabo de dos maneras, en primer lugar,
comparando la virulencia entre cepas recombinantes y no
recombinantes aisladas de peces salvajes y, en segundo lugar,
evaluando la virulencia de cepas recombinantes obtenidas por el
proceso de coinfeccion y clonacion, y comparandola con la virulencia
de cepas de referencia.

El andlisis de virulencia de las cepas salvajes se llevo a cabo en 6
experimentos de infeccion en rodaballo (Scophthalmus maximus), uno
en salmoén atlantico (Salmo salar) y uno en lenguado (Solea
senegalensis).

La comparacion de la virulencia de las cepas de referencia y sus
cepas recombinantes obtenidas por coinfeccion y clonacion se hizo
mediante dos experimentos de infeccion, uno en salmon atlantico y otro
en lenguado (Tabla 9).
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Tabla 9. Experimentos realizados para analizar el efecto del reassortment en la
virulencia

1

Exp. Especie N° peces? Cepas’® Via‘ Deosis Tiempo

19G4, 20G3,
20G7 Lp.
19G4,20G3, .
20G7 P-
196240’(2}2(33’ bafio 10 50
19G4, 20G3,
20G7
19G4, 20G3, .
20G7 Lp.
PORGSip 100 30
19G4,20G3, .
20G7 Lp.
GG g
Ab,Sp,WB,
WB/ADb,
Ab/Sp
WB/Sp
Ab,Sp,WB,
WB/Ab,
Ab/Sp
WB/Sp

1 Rodaballo (25 g) 20 107 60

2 Rodaballo (25 g) 20 10° 60
3 Rodaballo (5 g) 30
4 Rodaballo (25 g) 40 ip. 103 25
5 Rodaballo (25 g) 40 103 25
6 Rodaballo (25 g) 30
7 Salmén (7 cm) 60 10° 35

8 Lenguado (2 g) 50

9 Salmoén (7 cm) 40 i.p. 103 40

10 Lenguado (2 g) 30 ip. 10° 30

1. Experimento. 2. Niumero de peces infectados por cepa. 3. 19G4 (WB/WB), 20G3
(Ab/Ab), 20G7 (WB/Ab) 4. Via de infeccion: i.p: inyeccion intraperitoneal o bafio
(inmersion).

* La zona sombreada representa los experimentos llevados a cabo con las cepas de
referencia y sus recombinantes obtenidos por coinfeccion-clonacion.

Todos los peces procedian de piscifactorias monitorizadas por nuestro
laboratorio durante afios y declaradas libres de virus. Tras su transporte,
fueron aclimatados en las instalaciones del acuario de la USC al menos
7 dias. Durante este tiempo se mantuvieron a un maximo de densidad
de 100 peces por cada 100 litros de agua, a 15 °C, en continua aireacion
y con alimentacién comercial. Previo a la infeccion, se testaron 5
individuos por especie, mediante RT-PCR y nested-PCR para los virus
IPNV, virus de la septicemia hemorragica viral (VHSV), virus de la
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necrosis nerviosa viral (VNNV) y virus de la necrosis hematopoyética
viral (IHNV).

Todos los peces se inocularon mediante inyeccidn intraperitoneal,
a excepcion del experimento numero 3, donde la infeccion se realizd
por bafio, debido al pequefio tamaiio de los rodaballos. Las inyecciones
intraperitoneales se realizaron con 0,1 ml de virus a dosis 10°
TCIDso/ml y 107 TCIDso/ml para el experimento 1. En el experimento
3 la infeccion se realizd por inmersion, sumergiendo los peces en 3
litros de agua con virus a una dosis de 10° TCIDso/ml, durante 3 horas
y, transcurrido este tiempo, se afiadi6 agua a los tanques. En cada
experimento se dejo un grupo control de 20 individuos inoculados con
tampon EMEM de la misma manera que los grupos problema. Tras la
infeccion, los peces se distribuyeron en lotes de igual tamafo
nombrados con el nombre de la cepa correspondiente y se mantuvieron
a 15 °C hasta el final del experimento (tiempos entre 25 y 60 dias,
dependiendo del experimento), revisandolos diariamente para detectar
sintomas de la enfermedad y recoger las bajas. Los peces muertos se
recogieron diariamente y se almacenaron a -80 °C hasta su posterior
analisis. Al final de cada experimento, los supervivientes se sacrificaron
con una sobredosis de anestésico MS-222 (Sigma).

Durante todo el experimento, se siguieron todos los protocolos de
buenas practicas para animales de experimentacion recogidos en la
directiva 2010/63/UE (protocolo aprobado por la Xunta de Galicia) con
el fin de minimizar el sufrimiento animal durante el tiempo de
experimentacion.

2.2.6 Deteccion y aislamiento viral a partir de tejido

Todos los peces se analizaron en lotes de 5 individuos; en el caso
de los peces de mayor tamafio se muestred corazon, rifion y bazo; en los
experimentos 3, 8 y 10, se muestred toda la cavidad peritoneal (con
todos los Organos, intentando descartar la vesicula biliar). El
procedimiento llevado a cabo fue el descrito por Ledo y col. (1987), en
el que los tejidos correspondientes se extrajeron asépticamente y se
introdujeron en una bolsa de stomacher, donde se homogenizaron con
rodillo manual en tampoén Earle’s (1:10, peso/volumen) suplementado
con 1000 IU de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 500 pg/ml de
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gentamicinay 10 ng/ml de amfotericina. A continuacion, tras una nueva
homogenizacion, las suspensiones se centrifugaron a 7500 g durante 15
min a 4 °C y el sobrenadante se recogio, se incub6 a 4 °C durante 24 h
y se guardo a -80 °C hasta la aplicacion de aislamiento en cultivo
celular, RT-PCR y nested-PCR.

Para el analisis por RT-PCR se siguio el protocolo ya descrito en
el apartado 2.2.2, pero en esta ocasion los cebadores usados fueron 5’
AGAGATCACTGACTTCACAAGTGAC 3° (forward) y 5
CTCAGTAGAAAGGACACCACGTGT 3’ (reverse), descritos por
Heppell y col. (1992).

La nested-PCR se realiz6 de la misma manera que la PCR,
partiendo de 4 ul de producto de PCR y usando la pareja de cebadores
5 AAAGGCATGGGGCTGGAGAG 3’(forward) y 5
CTCCGCTTGCCCAGGACTC 3’ (reverse) en posiciones 1439y 1718
en la secuencia gendmica de la cepa Jasper (M18049).

Los productos de PCR y nested-PCR se visualizaron en geles de
agarosa al 2% tefidos con Red Safe (iNtRON Biotechnology) y se
visualizaron por exposicion a luz UV en un transiluminador.

Para el aislamiento en cultivo celular, los homogenados
clarificados se diluyeron 1:10 y 1:100 en tampdn Earle’s suplementado
con antibidticos, y se inocularon 100 pl de cada dilucion, por duplicado,
en placas de 48 pocillos con monocapas semiconfluentes de la linea BF-
2. Como control positivo se inoculd una cepa de referencia de IPNV;
como control negativo se mantuvieron dos pocillos inoculados con
Earle’s. La incubacion se realizo a 15 °C durante 10 dias, tiempo tras el
cual se realizé un segundo pase. Tras la destruccion del tapiz celular, se
recogi6 el contenido del pocillo (virus crudo) y se realiz6 un segundo y
tercer pase (de ser necesario) del mismo modo, considerandose
positivas aquellas muestras con dos pases con ECP. La presencia del
virus en los lotes considerados positivos se confirmé mediante RT-PCR
y nested-PCR (con el mismo protocolo descrito en apartados
anteriores).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Porcentajes de reassortment tras la coinfeccion

La tasa de reassortment observada en la linea celular CHSE
(mediante la secuenciacion de Sanger) a ratios 1:1 fue relativamente
baja, de tan solo 10%. En el caso de la linea celular BF-2 se observo
una clara diferencia entre los clones usados, no habiéndose detectado
ningun recombinante a ratio 1:1 usando el clon viejo, mientras que el
porcentaje de recombinantes en el clon celular nuevo asciendié al
20,3% en el caso de las coinfecciones realizadas con las cepas Ab, WB
y Sp; el porcentaje total de cepas recombinantes asciende al 28,5% si
incluimos las coinfecciones realizadas con la cepa C1 y las anteriores.
El porcentaje de reassortment por el método de librerias Illumina fue
similar, un 27,6%; sin embargo, este método permitio la deteccion de
un mayor numero de tipos virales en la progenie, ya que permitid
detectar las combinaciones minoritarias.

Los resultados observados en los distintos experimentos de
coinfeccion se muestran en la Figura 12, donde se indican los distintos
tipos virales observados en las progenies como Segmento A/Segmento
B.

En las coinfecciones en CHSE-214 (llevadas a cabo con las cepas
WB, Ab y Sp) trabajando a ratio 1:1, solo se detectaron virus
recombinantes en la progenie originada con la coinfeccion Sp+WB
(30% WB/Sp y 70% Sp/Sp). Las coinfecciones llevadas a cabo con las
cepas Ab y WB llevaron a la formacion del tipo parental Ab (100%)
cuando se coinfectaba a ratio 1:1, mostrando una progenie 91% WB/Ab
y 9% WB/WB a ratio 1Ab:2WB. Los porcentajes observados en la
progenie originada por coinfeccion Ab+Sp fueron 77% Ab/Ab y 23%
Sp/Sp (Figura 12, Exp-A).

En las coinfecciones en BF-2, la aparicién de cepas recombinantes
depende claramente del nimero de pases del clon utilizado. Asi, en el
experimento realizado con el clon celular viejo, las progenies
detectadas tras la coinfeccion con las cepas Ab, WB y Sp a ratios 1:1
estan compuestas unicamente de tipos parentales (100% WB/WB en las
coinfecciénes Ab+WB y Sp+WB y 100% Ab en Ab+Sp), siendo
necesario duplicar la dosis de una de las cepas en cada coinfeccion para
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detectar otros tipos virales. A ratios 2:1, ademas de los tipos parentales,
se detectaron virus recombinantes en el caso de las coinfecciones
Ab+Sp y Sp+WB; los porcentajes observados fueron 57% WB/WB y
43% Ab/Ab en la coinfeccion 2Ab+WB, 72% Ab/Ab, 11% Sp/Sp y
17% Ab/Sp en la coinfeccion Ab+2Sp, y 92% WB/WB, 4% WB/Sp y
4% Sp/Sp en la coinfeccion 2Sp+WB (Figura 12, Exp-B).

Trabajar con un nuevo clon de esta linea celular permitié la
deteccion de un mayor nimero de cepas recombinantes con cualquiera
de los dos métodos de secuenciacion utilizados, Sanger e Illumina,
siendo el segundo de los métodos el que permitié detectar un mayor
numero de tipos virales. En los experimentos C y D realizados con el
clon nuevo, se afiadi6 la cepa C1 en las coinfecciones. En el caso de la
secuenciacion por el método de Sanger (Figura 12, Exp-C) los
porcentajes observados fueron 98% Ab/Ab y 2% WB/Ab en la
coinfeccion Ab+WB, 65% Sp/Sp y 35% Sp/Ab en la coinfeccion
Ab+Sp, y 76% Sp/Sp y 24% Sp/WB en Sp+WB. El nimero de tipos
recombinantes detectados fue mayor en el caso de las coinfecciones
realizadas con estas tres cepas y la cepa Cl: en la coinfeccion con la
cepa Ab se observaron porcentajes de 85% C1/C1 y 15% C1/Ab; en la
coinfeccioén con Sp los porcentajes fueron 95% C1/C1 y 5% Sp/Cl;
observandose el porcentaje de recombinantes mas elevado en la tercera
de las coinfecciones, realizada con la cepa WB, donde el 90% de la
progenie mostr6 un patron C1/WB y el otro 10% un WB/WB.

Mediante el método de secuenciacion por librerias Illumina
(aplicado en las coinfecciones con las cepas Ab, Sp, WB y Cl1) se
obtuvieron los porcentajes del tipo de cada segmento gendémico
presente en la progenie de la coinfeccion. Para poder entender la
distribucion de cada uno de los tipos de segmentos gendémicos y tipar
las poblaciones resultantes, se desarrollé un algoritmo que proporciona
todas las combinaciones posibles en funcion de los porcentajes
observados (David Pazos). Asi, en la coinfeccion C1+Ab se observo
una progenie constituida por un 83,95-84,63% de tipo C1/C1, 14,69-
15,37% de C1/Ab y un de 0-0,68% Ab/Ab y Ab/C1. En el caso de la
coinfeccion C1+Sp, la progenie resultante fue 94,33% C1/C1 y 5,67%
Sp/C1. La progenie de la coinfeccion C1+WB estaba formada por un
90,27-90,64% de cepas C1/WB, un 8,99-9,36% de cepas WB/WB y un
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0-0,37% de cepas C1/C1 y WB/C1. En el caso de la coinfeccion Ab+Sp,
la progenie resultante estaba formada por un 65,62-66,78% de cepas
tipo Sp/Sp, un 32,06-33,22% de tipo Sp/Ab, y 0-1,16% de cepas tipo
Ab/Ab y Ab/Sp. Para la coinfeccion Ab+WB, los porcentajes
observados fueron 99,61-99,62% Ab/Ab, 0,37-0,38% WB/Ab, y 0-
0,01% Ab/WB y WB/WB. Por ultimo, los porcentajes de la coinfeccion
Sp+WB fueron 75-77,8% Sp/Sp, 19,4-22,2% Sp/WB y 0-2,8% de
WB/WB y WB/Sp (Figura 12, Exp-D).

Exp A-Comfacciones en CHSE-214: Estructura de la progemie obtenida por Sanger

0 20 40 60 80 100%
Exp B-Comfecciones en BF-2 [clon viejo]: Estructura de la progeme obtemda por Sanger
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Exp D-Coinfecciones en BF-2 [clon mieve]: Estruetura de la progenie obtenida por lllumina
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Figura 12. Distribucion de los tipos virales en las progenies obtenidas por
coinfeccion de dos cepas de IPNV. Exp A- Secuenciacion Sanger de las coinfecciones
entre cepas de los tipos Ab, WB y Sp en la linea celular CHSE-214. Exp B-
Secuenciacion Sanger de las coinfecciones entre cepas de los tipos Ab, WB y Sp en el
clon celular viejo de BF-2. Exp C- Secuenciacion Sanger de las coinfecciones entre
cepas de los tipos Ab, WB, Sp y C1 en el clon nuevo de BF-2. Exp D- Progenies
detectadas mediante secuenciacion Illumina de las coinfecciones entre cepas de los

tipos Ab, WB, Sp y C1 en el clon nuevo de la linea BF-2. *Genoma del tipo viral:
Segmento A/Segmento B.

Cabe destacar que los porcentajes observados en las coinfecciones
realizadas en el clon nuevo de la linea BF2 fueron similares
independientemente del método de secuenciacion utilizado. Sin
embargo, queda demostrado que el método Illumina permite detectar
tipos virales minoritarios que no pueden ser detectados por Sanger.

2.3.2 Analisis estadistico

En el analisis estadistico se compararon las proporciones de cada
uno de los tipos de segmentos virales con los esperados en un proceso
de distribucion random, o al azar, donde las proporciones de cada uno
de los tipos de cada segmento gendmico se corresponderian con un 50%
[50:50/50:50 (seg. A/seg. B) en coinfecciones 1:1; 40:60/40:60 en
coinfecciones 1:2; 60:40/60:40, en coinfecciones 2:1].

Como se puede observar en la Tabla 10, todas las proporciones,
con excepcion de las obtenidas en la coinfeccion 2Ab/WB del Exp. B
fueron significativamente diferentes de los valores esperados por un
modelo de empaquetamiento aleatorio (p<0,0001), pudiendo
descartarse asi que la recombinacion de estos segmentos se produce por
un mecanismo aleatorio.
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Tabla 10. Analisis estadistico x2 de la distribuciéon de segmentos genémicos en la
progenie, asumiendo como Hy: distribucion aleatoria de segmentos.

Exp A: Sanger en CHSE

Coinfeccion Segmento A Segmento B P Interpretacion
Ab:WB Ab WB Ab WB
100 0 100 0 <0,0001 No-aleatoria
Ab:2WB Ab WB Ab WB
0 100 91 9 <0,0001 No-aleatoria
Ab:Sp Ab Sp Ab Sp
77 23 77 23 <0,0001 No-aleatoria
Sp:WB Sp WB Sp WB
70 30 100 0 <0,0001 No-aleatoria
Exp B: Sanger en BF-2 [clon viejo]
Coinfeccion Segmento A Segmento B P Interpretacion
Ab:WB Ab WB Ab WB
0 100 0 100 <0,0001 No-aleatoria
2Ab:WB Ab WB Ab WB
Ho (aleatoria) no
43 57 43 57 0,2702 descartable
Ab:Sp Ab Sp Ab Sp
100 0 100 0 <0,0001 No-aleatoria
Ab:2Sp Ab Sp Ab Sp
89 11 72 28 <0,0001 No-aleatoria
Sp:WB Sp WB Sp WB
0 100 0 100 <0,0001 No-aleatoria
2Sp:WB Sp WB Sp WB
4 96 8 92 <0,0001 No-aleatoria
Exp C: Sanger en BF-2 [clon nuevo]
Coinfeccién Segmento A Segmento B P Interpretacion
Ab:WB Ab WB Ab WB
98 2 100 0 <0,0001 No-aleatoria
Ab:Sp Ab Sp Ab Sp
0 100 35 65 <0,0001 No-aleatoria
Sp:WB Sp WB Sp WB
100 0 76 24 <0,0001 No-aleatoria
Ab:Cl Ab Cl Ab Cl
0 100 15 85 <0,0001 No-aleatoria
Sp:C1 Sp Cl Sp Cl
5 95 0 100 <0,0001 No-aleatoria
WB:Cl1 WB Cl WB Cl
10 90 100 0 <0,0001 No-aleatoria
Exp D: Illumina en BF-2[clon nuevo]
Coinfeccion Segmento A: Segmento B P Interpretacion
Ab:WB Ab WB Ab WB
99.62 0.38 99.99 0.01 <0,0001 No-aleatoria
Ab:Sp Ab Sp Ab Sp
1.16 98.84 31.58 68.41 <0,0001 No-aleatoria
Sp:WB Sp WB Sp WB
97.17 2.83 77.84 22.16 <0,0001 No-aleatoria
Ab:Cl Ab Cl Ab Cl
0.68 99.32 1537 84.63 <0,0001 No-aleatoria
Sp:Cl1 Sp Cl Sp Cl
5.67 94.33 0 100 <0,0001 No-aleatoria
WB:Cl1 WB Cl WB Cl
9.36 90.64 99.63 0.37 <0,0001 No-aleatoria
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Para determinar si existe algin tipo de asociacién entre segmentos
gendmicos que pueda afectar al proceso de recombinacion, se aplicd un
segundo test estadistico basado en el estudio de Lubeck y col. (1979).
Para ello, con las frecuencias de los distintos tipos virales observados
en la progenie en los experimentos A-C se calcularon las frecuencias de
todos los tipos virales esperados mediante un proceso de encapsidacion
aleatoria (multiplicando las frecuencias de cada segmento con cada tipo
viral posible) y comparando las distribuciones mediante un test 2,
asumiendo que Ho: no hay diferencias en la distribucion, corresponde
con un proceso aleatorio en el que no hay ningun tipo de asociacion
entre segmentos genoémicos (Tabla 11).

En el caso de las coinfecciones en las que se produce ausencia de
alguno de los tipos virales en la progenie, se asume que las frecuencias
virales esperadas son iguales a las observadas por lo que no puede
aplicarse el analisis de Lubeck.

Para justificar esto, se aplica la siguiente deduccion matematica
(desarrollada por Carlos Pereira Dopazo para la publicacion) en una
coinfeccion entre cepas A1/B1:A2/B2:

I) Frecuencias virales observadas en la progenie
fo(A1B1) / fo(A1B2) / fo(A2B1) / fo(A2B2)

IT) Frecuencias virales de cada segmento deducidas en la progenie
f(Al) =fo(A1BI1) + fo(A1B2)
f(A2) = fo(A2B1) + fo(A2B2)
f(B1) =fo(A1B1) + fo(A2B1)
f(B2) = fo(A1B2) + fo(A2B2)

IIT) Frecuencias esperadas en la progenie (calculadas a partir de la
frecuencia de los segmentos)

fo(A1B1) =1f(Al) . f(B1)

fo(A1B2) =1(Al) . f(B2)

f.(A2B1) =1(A2) . f(B1)

f.(A2B2) =1(A2) . f(B2)
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IV) Si uno de los tipos virales no aparece en la progenie (por
ejemplo, si B>=0) no pueden representarse los tipos virales observados
con B2, afectando a las ecuaciones de la seccion II:

fo(A1B2) =0 = f(Al) = fo,(A1B1)

fo(A2B2) =0 = f(A2) = fo(A2B1)

Ni tampoco podrian representarse los tipos virales con B2 en las
ecuaciones de la seccion 111, si f(B2) =0
f:(A1B2) =0, and fo(A2B2) =0

V) Esto significa que en la seccion III, solo pueden usarse dos
ecuaciones

fo(A1B1) =f(Al). f(B1) = f(B1) = f:(A1B1)/ f(Al)

f-(A2B1) =1(A2).f(B1) = f(B1) = f:(A2B1)/ f(A2)

entonces,

fo(A1B1)/ f(Al) = f:(A2B1)/ f(A2)

y usando las ecuaciones de la seccion IV.1,
fo(A1B1)/ fo(A1B1) = fo(A2B1)/ fo(A2B1)

Entonces, sino hay virus tipo B2 (tanto observado, como esperado;
seccion V),

f-(A1B1) + f(A2B1) =1 = f«(A2B1) = 1- f:(A1B1)

fo(A1B1) + fo(A2B1) = 1 = fo(A2B1) = 1- fo(A1B1)

entonces,
f{(A1B1)/ fo(A1B1) =[1 - f«(A1B1)]/[1 - fs(A1B1)] =
fo(A1B1) - fo(A1B1) . fo(A1B1) = fo(A1B1) - fo(A1B1) . fo(A1B1)

y finalmente:
fe(A1B1) =fo(A1B1)

En todos los demas casos en los que el analisis pudo ser aplicado, la
hipotesis nula Ho se rechazé con una p<0,0001, por lo que puede
descartarse un proceso de empaquetamiento de segmentos random o al
azar.
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Debemos destacar que hay una diferencia a tener en consideracion
entre los experimentos C y D. En ambos se analizan las mismas
coinfecciones pero mediante distintos métodos. En el experimento C se
analiz6 la progenie resultante mediante secuenciacion Sanger, tras
haber hecho clonacioén. Esto implica que los segmentos gendomicos
analizados estaban encapsidados dentro de particulas infectivas
completas. En el experimento D se analiz6 la progenie mediante
secuenciacion Illumina, sin haber hecho clonacion, lo que significa que
los segmentos analizados serian tanto encapsidados como sin
encapsidar. Por ello, se hizo un ultimo anélisis de las frecuencias
observadas en estos dos experimentos, considerando Ho: no hay
diferencias entre las dos distribuciones, para demostrar que no hay una
seleccion especifica o preferencia en la encapsidacion de un tipo viral
frente a otro (Tabla 12). El resultado demostr6 que no se puede rechazar
la hipdtesis nula (p>0,05), por lo que no podemos descartar que el
empaquetamiento de segmentos se realice por un mecanismo aleatorio,
o al azar.

Finalmente, se realizO un ultimo analisis estadistico cuyos
resultados se muestran en la Tabla 13; la finalidad en este caso fue
demostrar si el tipo de progenie viral observada dependia del tipo
celular utilizado para la coinfeccion. El analisis reveld diferencias
significativas en todos los casos, a excepcion de la coinfeccion Ab:WB
en las lineas CHSE-214 y BF-2 “clon viejo” (p=0,7968 y p=0,5102,
respectivamente).

2.3.3 Infectividad in vitro

Como se muestra en la Tabla 14, todas las cepas mostraron altas
tasas de adsorcion en las distintas lineas celulares ensayadas. Los tres
tipos salvajes y el recombinante Ab/Sp mostraron tasas en torno a 75%
e incluso superior, correspondiendo los valores de adsorcion mas bajos
a las cepas recombinantes con segmento A tipo WB (WB/Ab y WB/Sp)
(en torno a 40-50%).

A pesar de las diferencias en la adsorcion, todas las cepas
mostraron niveles similares de replicacion, alcanzando titulos de en
torno a 10%-10° TCIDso/ml, siendo incluso mas alto en el caso de la cepa
Sp/Ab. A pesar de la alta capacidad replicativa, se observaron
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diferencias entre los clones al analizar su tasa de produccion de
particulas virales en la progenie, con respecto a las parentales (tasa de
produccion; calculada con el cociente entre los titulos tras ECP y el
virus fijado); en este aspecto, son los recombinantes con segmento B
tipo Sp (WB/Sp y Ab/Sp) los que muestran las tasas de produccion mas
bajas, por debajo de 15000 progenie/parental (pg/pr).

Los tipos WB/WB, Ab/Ab y WB/Ab, mostraron las mayores tasas
de produccion, en CHSE-214: >50000 pg/pr.

Cabe destacar que las cepas tipo Sp, con la mayor capacidad de
adsorcion (>90%), mostraron las menores tasas de produccion en
ambos tipos celulares (342 pg/pr y 494 pg/pr, respectivamente).

Mediante el calculo de las tasas mostradas en la Tabla 14, hemos
podido estimar la eficiencia de replicaciéon de cada uno de los tipos
virales de la progenie, siendo la secuencia observada: WB/Ab >
WB/WB > Ab/Ab > Sp/Ab> WB/Sp > Sp/Sp.
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Tabla 11. Analisis estadistico de la distribucion de tipos virales en la progenie segiin Lubeck y col. (1979). Se aplica x2 con Ho: no hay
asociacion entre segmentos genomicos (aleatorio).

Fr ias de los
Coinf. Tipos virales observados Seg A Seg B Tipos virales esperados P Interpretacién
Exp.A: Sanger en CHSE
Ab:WB Ab/Ab Ab/WB WB/Ab WB/WB Ab WB Ab WB Ab/Ab Ab/WB WB/Ab WB/WB 2 no aplicable*
100 0 0 0 100 0 100 0 100 0 0 0 *
Ab:2WB Ab/Ab Ab/WB WB/Ab WB/WB Ab WB Ab WB Ab/Ab Ab/WB WB/Ab WB/WB 2 no aplicable*
0 0 91 9 0 100 91 9 0 0 91 9 *
Ab:Sp Ab/Ab Ab/Sp Sp/Ab Sp/Sp Ab Sp Ab Sp Ab/Ab Ab/Sp Sp/Ab Sp/Sp No-aleatorio
77 0 0 23 77 23 77 23 59,29 17,71 17,71 5,29 <0.0001
Sp:WB Sp/Sp Sp/WB WB/Sp WB/WB Sp WB Sp WB Sp/Sp Sp/WB WB/Sp WB/WB ? no aplicable*
70 0 30 0 70 30 100 0 70 0 30 0 *
Exp.B: Sanger en BF-2 (viejas)
Ab:WB Ab/Ab Ab/WB WB/Ab WB/WB Ab WB Ab WB Ab/Ab Ab/WB WB/Ab WB/WB ? no aplicable*
0 0 0 100 0 100 0 100 0 0 0 100 *
2Ab:WB Ab/Ab Ab/WB WB/Ab WB/WB Ab WB Ab WB Ab/Ab Ab/WB WB/Ab WB/WB No-aleatorio
43 0 0 57 43 57 43 57 18,49 24,51 24,51 32,49 <0.0001
Ab:Sp Ab/Ab Ab/Sp Sp/Ab Sp/Sp Ab Sp Ab Sp Ab/Ab Ab/Sp Sp/Ab Sp/Sp 2 no aplicable*
100 0 0 0 100 0 100 0 100 0 0 0 *
Ab:2Sp Ab/Ab Ab/Sp Sp/Ab Sp/Sp Ab Sp Ab Sp Ab/Ab Ab/Sp Sp/Ab Sp/Sp No-aleatorio
72 17 0 11 89 11 72 28 64,08 24,92 7,92 3,08 <0.0001
Sp:WB Sp/Sp Sp/WB WB/Sp WB/WB Sp WB Sp WB Sp/Sp Sp/WB WB/Sp WB/WB 2 no aplicable*
0 0 0 100 0 100 0 100 0 0 0 100 *
2Sp:WB Sp/Sp Sp/WB WB/Sp WB/WB Sp WB Sp WB Sp/Sp Sp/WB WB/Sp WB/WB No-aleatorio
4 0 4 92 4 96 8 92 0,32 3,68 7,68 88,32 0.0007
Exp.B: Sanger en BF-2 (nuevas)
Ab:WB Ab/Ab Ab/WB WB/Ab WB/WB Ab WB Ab WB Ab/Ab Ab/WB WB/Ab WB/WB »* no aplicable*
98 0 2 0 98 2 100 0 98 0 2 0 *
Ab:Sp Ab/Ab Ab/Sp Sp/Ab Sp/Sp Ab Sp Ab Sp Ab/Ab Ab/Sp Sp/Ab Sp/Sp ? no aplicable*
0 0 35 65 0 100 35 65 0 0 35 65 *
Sp:WB Sp/Sp Sp/WB WB/Sp WB/WB Sp WB Sp WB Sp/Sp Sp/WB WB/Sp WB/WB 2 no aplicable*
76 24 0 0 100 0 76 24 76 24 0 0 *
Ab:C1 Ab/Ab Ab/C1 C1/Ab Cl1/C1 Ab C1 Ab C1 Ab/Ab Ab/C1 C1/Ab Cl1/C1 %% no aplicable*
0 0 15 85 0 100 15 85 0 0 15 85 *
Sp:C1 Sp/Sp Sp/C1 C1/Sp Cl1/C1 Sp C1 Sp C1 Sp/Sp Sp/C1 C1/Sp Cl1/C1 »? no aplicable*
0 5 0 95 5 95 0 100 0 5 0 95 *
WB:C1 WB/WB WB/C1 C1/WB Cl1/C1 WB C1 WB C1 WB/WB WB/C1 C1/WB Cl1/C1 ¥?no aplicable*
10 0 90 0 10 90 100 0 10 0 90 0 *
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Tabla 12. Analisis estadistico para comparar las frecuencias de segmentos genémicos observados en los experimentos C y D. Se aplica
x2, asumiendo Ho:no hay diferencias entre los experimentos.

Frecuencia observada (exp C) Frecuencia observada (exp D)
Segmento A Segmento B Segmento A Segmento B P Interpretacion
Ab:WB Ab WB Ab WB Ab WB Ab WB
98 2 100 0 99,62 0,38 99,99 0,01 0,0737 Hy (aleatorio) no puede
rechazarse
Ab:Sp  Ab Sp Ab Sp Ab Sp Ab Sp
0 100 35 65 1,16 98,84 15,62 31,58 0,6336 Hy (aleatorio) no puede
rechazarse
Sp:WB  Sp WB Sp WB Sp WB Sp WB
100 0 76 24 97,17 2,83 77,84 22,16 0,3752 Hp (aleatorio) no puede
rechazarse
Ab:C1  Ab Cl Ab Cl Ab Cl Ab Cl
0 100 15 85 0,68 99,32 15,37 84,63 0,8743 Hy (aleatorio) no puede
rechazarse
Sp:C1 Sp C1 Sp Cl Sp Cl Sp Cl
5 95 0 100 5,67 9433 0 100 0,9926 Hy (aleatorio) no puede
rechazarse
WB:C1 WB Cl WB C1 WB C1 WB C1
10 90 100 0 9,36 90,64 99,63 0,37 0,9362 Hy (aleatorio) no puede
rechazarse
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Tabla 13. Comparacion de la progenie viral observada en las distintas lineas celulares. Se aplica x2 con Ho: no hay diferencias entre
lineas celulares.

p (comparacion)?

Coinf. Li Ti Ivaj R bi t
oin inea ipos salvajes ecombinantes CHSES14 BF_2[vicjas] BF2[nuevas]

Ab:WB Ab/Ab WB/WB Ab/WB WB/Ab <0,0001 <0,0001 0,5102
CHSE-214 100 0 0 0 - <0,0001 <0,0001
BF-2[viejas] 0 100 0 0 <0,0001 - <0,0001
BF-2[nuevas] 98 0 0 ) 0.7968 <0,0001 -

Ab:Sp Ab/Ab Sp/Sp Ab/Sp Sp/Ab <0,0001 <0,0001 <0,0001
CHSE-214 77 23 0 0 - <0,0001 <0,0001
BF-2[viejas] 100 0 0 0 <0,0001 - <0,0001
BF-2[nuevas] 0 65 0 35 <0,0001 <0,0001 -

Sp:WB Sp/Sp WB/WB Sp/WB WB/Sp <0,0001 <0,0001 <0,0001
CHSE-214 70 0 0 30 - <0,0001 <0,0001
BF-2[viejas] 0 100 0 0 <0,0001 - <0,0001
BF-2[nuevas] 76 0 24 0 <0,0001 <0,0001 -
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Tabla 14. Resultados de la replicacion in vitro de las tres cepas de referencia y sus cepas recombinantes

Inéculo® Adsorcién* Produccién viral®
, . N Adsorc o . g
Clon Lineacel. TCID50/ml Logtdesv TCID50/ml  Logtdesv (%)f TCID50/ml  Logtdesv  Produccién’ Ratio
(]

WB/WB CHSE-214 9,63x10° 3,98+0.29 7,16x10° 3,85+0.27 74,4 8,82x10% 8,95+0.38 1,23x10° 360

BF-2 3,21x10* 4,51+0.36 2,49x10* 4,40+0.37 77,4 1,61x10° 9,21£0.25 6,50x10* 132%
Ab/Ab  CHSE-214 2,23x10% 4,35+0.14 1,91x10% 4,28+0.33 85,7 8,57x108 8,93+0.41 4,49x10* 131

BF-2 2,86x10% 4,46+0.32 2,56x10* 4,414+0.31 89,6 7,74x108 8,89+0.06 3,02x10* 61*
Sp/Sp CHSE-214 4,38 x10° 5,64+0.17 4,01x10° 5,60+0.24 91,6 1,37x108 8,14+0.29 3,42x10? 1

BF-2 5,22x10° 5,72+0.22 4,87x10° 5,69+0.23 93,3 2,40x108 8,38+0.36 4,94x10? 1*
WB/Ab CHSE-214 3,97x103 3,60+0.14 2,20x103 3,34+0.19 55,4 3,97x108 8,60+0.14 1,80x10° 526
WB/Sp CHSE-214 5,50x10* 4,74+0.29 2,34x10* 4,37+0.39 42,5 1,17x108 8,07+0.45 5,85x10° 17
Sp/Ab BF-2 2,29x103 5,36+0.43 1,85x10° 5,2740.52 80,8 2,64x10° 9,56+0.50 1,43x10* 42 (32%)

Los resultados se expresan como media TCIDso/ml (1) y media Logio (TCIDsg/ml) + desviacion entre seis réplicas del inoculo (2), tras la
adsorcion (3), replicacion (4) y tras la aparicion de ECP (5). La eficiencia de adsorcion se calculo con la diferencia entre la alicuota tomada
tras la adsorcion y el indculo inicial. La tasa de produccién (7) se calculé mediante el cociente entre virus producidos y fijados. Por ultimo,
la tasa relativa de produccion (8) se calculé mediante el cociente de cada tasa de produccion y el valor mas bajo observado para esta tasa
(tipo Sp). Los valores con “*” se calcularon con los tipos parentales en células BF-2.
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2.3.4 Infectividad in vive de cepas recombinantes aisladas de
peces salvajes

Las mortalidades observadas en los experimentos llevados a cabo
en Scophthalmus maximus (rodaballo) con las tres cepas aisladas de
gallineta salvaje (19G4: WB/WB, 20G3: Ab/Ab y 20G7: WB/AD) se
reflejan en la Figura 14. En los experimentos 5 y 6, llevados a cabo con
rodaballo de 25 g inyectado intraperitonealmente con la dosis 10°
TCIDso/ml, no se produjo mortalidad, por lo que las curvas se
corresponden con los experimentos 1 a 4.

En estos experimentos, es la cepa 19G4 (tipo WB) la que alcanza
mayores valores de mortalidad acumulativa final (MAc), siendo
también una de las primeras en iniciar la mortalidad en la mayoria de
los experimentos. Las cepas 20G3 (tipo Ab) y 20G7 (recombinante) se
comportan de manera variable, dependiendo del experimento. Asi, en
los experimentos 2 y 3 (Figura 13B y C, respectivamente) la cepa
recombinante (20G7) alcanzé valores de mortalidad acumulativa
similares a los de la cepa 19G4, siendo la cepa 20G3 la que inici6 méas
tarde la mortalidad y alcanzo niveles finales inferiores. En el
experimento 4, por el contrario, la que presentd valores de mortalidad
mas préximos a 19G4 fue la cepa 20G3, alcanzando, al igual que 19G4,
un 100% de mortalidad (Figura 13D). En el primero de los
experimentos, 20G3 y 20G7 presentaron niveles de mortalidad muy
bajos, inferiores al 25% (Figura 13A).
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Figura 13. Curvas de mortalidad en los experimentos 1 a 4. A.-Mortalidades
acumulativas con las cepas 19G4 (WB/WB), 20G3 (Ab/Ab) y 20G7 (WB/Ab) en
rodaballo de 25g infectado por inyeccion intraperitoneal con una dosis de 107
TCIDso/ml. B.-Mortalidades acumulativas con las cepas 19G4, 20G3 y 20G7 en
rodaballo de 25g infectado por inyeccion intraperitoneal con la dosis 10° TCIDso/ml.
C.-Mortalidades acumulativas con 19G4, 20G3 y 20G7 en rodaballo de 5g infectado
por bafo con la dosis 10° TCIDso/ml. D.-Mortalidades acumulativas con las cepas
19G4, 20G3 y 20G7 en rodaballo de 25 g inoculado por inyeccion intraperitoneal con
la dosis 103 TCIDso/ml.

En los experimentos 7 y 8, llevados a cabo con alevines de Salmo salar
(salmon atlantico) y Solea senegalensis (lenguado), infectados por i.p.
con las tres cepas salvajes a una dosis 10° TCIDso/ml, las mortalidades
de las tres cepas fueron similares, inicidndose al mismo tiempo,
alcanzando valores de mortalidad acumulativa finales similares y
trazando curvas de mortalidad con patrones muy parecidos, con
excepcion de 20G7 (Figura 14). En salmén, las mortalidades
provocadas por 19G4 y 20G3 fueron del 100%. En 20G7 aunque la
mortalidad fue mas pronunciada al principio, se alcanzaron valores de
mortalidad acumulativa final inferiores (88,7%) (Figura 14A). Los
datos de lenguados se muestran en la Figura 14B; las tres cepas
iniciaron la mortalidad en los primeros 4 dias p.i. Las cepas 19G4 y
20G3 mostraron una cinética de mortalidad practicamente igual,
alcanzando valores finales de mortalidad acumulativa muy elevados
90% y 96,7% respectivamente. La cepa recombinante 20G7, que
provocO una mortalidad menos pronunciada, alcanzé valores de
mortalidad finales del 79%.

En todos los ensayos, los peces mostraron los signos tipicos de la
infeccion, incluyendo pigmentacion oscura, anorexia Yy natacion
erratica. El virus se aislo en cultivo celular a partir de todos los lotes y
se detectd por RT-PCR a partir de tejido y del cultivo celular.
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Figura 14. Curvas de mortalidad en los experimentos 7 y 8. A.-Mortalidades
acumulativas por las cepas 19G4 (WB/WB), 20G3 (Ab/Ab) y 20G7 (WB/Ab) en salmédn
de 7 cm infectado por bano con una dosis de 10° TCIDso/ml. B.- Mortalidades
acumulativas por las cepas 19G4, 20G3 y 20G7 en lenguado de 2 g infectado con la
dosis 10> TCIDso/ml.

2.3.5 Infectividad in vive de recombinantes obtenidos por el
proceso de coinfeccion-clonacion

En las infecciones llevadas a cabo con las tres cepas de referencia
de IPNV, WB, Ab y Sp, junto con las cepas recombinantes obtenidas
por coinfeccion WB/Ab, Ab/Sp y WB/Sp, las tasas de mortalidad
fueron en general bajas en ambas especies ensayadas.

El experimento realizado con salmones de 7 cm se hizo en dos
fases. En una primera fase, los peces se incubaron a 15 °C durante 10
dias, sin producirse mortalidad. Debido a esto, se hizo una segunda
infeccion con la cepa correspondiente a dia 20 p.i. y, tras ella, los peces
se mantuvieron 20 dias méas, muestredndose 5 peces por cepa a tiempos
10, 13, 15 dias tras la segunda infeccion, para monitorizar la replicacion
del virus. En este caso, la cepa Ab fue la Unica en mostrar una
mortalidad elevada, alcanzando un valor de mortalidad acumulativa
final del 100%. Las otras cepas en causar bajas fueron WB/Ab, con un
17%, y Sp, con un 12%. El resto de cepas no causaron bajas en salmén
(Figura 15A).

En el caso de los lenguados, los niveles de mortalidad fueron muy
inferiores (por debajo de 50%). De nuevo, fue la cepa Ab la que provoco
mayores valores de mortalidad acumulativa, junto con Ab/Sp (MAc=
27%). Al margen de estas cepas, solo WB/Ab causo bajas, alcanzando
valores de MAc finales de 3%. Las otras cepas no causaron mortalidad
en el tiempo del experimento (Figura 15B).
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Solo algunos individuos inoculados con la cepa Ab y, en menor
proporcion, inoculados con Sp, mostraron signos de la enfermedad:
natacion erratica, anorexia y pigmentacion oscura.

El virus se detectdé mediante RT-PCR y fue aislado en cultivo
celular de todos los lotes (peces muertos y supervivientes sacrificados
al final del experimento).
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Figura 15. Curvas de mortalidad en peces infectados con las cepas de referencia
WB, Ab y Sp y los recombinantes obtenidos por coinfeccion WB/Ab, Ab/Sp and
WB/Sp A.-Mortalidades acumulativas en salmon de 7 cm infectado por baho con una
dosis de 10°> TCIDso/ml. B.-Mortalidades acumulativas en lenguado de 2g infectado
con la dosis 10° TCIDso/ml.

2.4 DISCUSION

La recombinacién génica (reassortment) es un mecanismo que permite,
a distintas familias virales, realizar importantes cambios genémicos y
fenotipicos mediante la coinfeccion de distintas cepas en un mismo
huésped. Este mecanismo le permite al virus modular su virulencia y
adaptarse a distintos huépedes (Wei y col., 2006; Greenbaum y col.,
2012; Pérez-Losada y col., 2015). En virus de peces, este mecanismo
ha sido descrito en el virus de la anemia infecciosa del salmoén (ISAV;
Plarre y col., 2012), en betanodavirus (Toffolo y col., 2007; Olveira 'y
col., 2009), asi como en birnavirus acuaticos (Romero-Brey y col.,
2009; Moreno y col., 2014). En IBDV, un virus de la misma familia
Birnaviridae, se ha visto que este proceso tiene una especial
importancia a la hora de generar cepas altamente virulentas (Yamaguchi
y col., 1997; Hon y col., 2006) y supone un riesgo en la generacion de
virus quimera a través de la recombinacion con cepas atenuadas usadas
para la generacion de vacunas (Wei y col., 2008; Kasangay col., 2013).
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En IPNV, este mecanismo no habia sido estudiado hasta la fecha, por
ello, hemos realizado los distintos experimentos in vitro e in vivo para
entender no solo su implicacién en la virulencia del virus, sino también
para llegar a conocer la dinamica del proceso en este tipo de virus,
pudiendo asi determinar si es un proceso que se produce al azar o de
manera dirigida, como se ha descrito en otras familias de virus
(McDonald y col., 2009; Baker y col., 2014; Nomikou y col., 2015). En
este estudio hemos observado unos porcentajes de distribucion en la
progenie significativamente diferentes (p<0,0001) a los esperados en
un proceso aleatorio (25% de cada uno de los 4 tipos virales posibles: 2
parentales y 2 recombinantes), por lo que podemos concluir que el
proceso no se realiza al azar. Esto nos llevo a indagar ain més sobre los
mecanismos que determinan la encapsidacion de un tipo de segmento
genodmico u otro. El hecho de que un tipo viral aparezca con una mayor
representacion en la progenie puede deberse o bien a que este tipo de
segmento se produce en mayor cantidad durante la replicacion, o bien
a que hay una preferencia en la encapsidacion del genoma frente a los
otros tipos virales, lo que podria justificarse mediante asociacion o
union de distintos tipos de segmentos, 0 por un mecanismo de
encapsidacion selectivo. El analisis de las frecuencias de los distintos
segmentos en la progenie usando el test y2, y realizado siguiendo el
procedimiento de Lubeck y col. (1979), nos permiti6 demostrar que en
algunos casos existe determinada asociacion entre ambos segmentos
gendmicos; en general, hemos observado que existe cierta preferencia
entre segmentos homologos. Sin embargo, la comparacion de los
experimentos C y D nos ha permitido determinar que el
empaquetamiento de segmentos es un fenémeno aleatorio, por lo que la
asociacion de segmentos no influye en el resultado de la recombinacion.
Por lo tanto, aunque hemos podido demostrar que el proceso de
recombinacion o reassortment en acuabirnavirus €s un proceso no-
aleatorio, los mecanismos de replicacion y encapsidacion siguen siendo
desconocidos en este tipo de virus.

Analizando los datos de la bibliografia podemos llegar a distintos
escenarios que podrian explicar un proceso dirigido, siempre teniendo
en cuenta que en birnavirus la VP1 (polimerasa) puede estar presente
en dos formas: como proteina soluble, o bien unida covalentemente al
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expremo 5’ del genoma, formando una ribonucleoproteina (RNP)
(Miiller y Nitschke, 1987; Calvert y col., 1991). Ademas, durante la
replicacion, VP1 y VP3 interaccionan entre si, ademas de interaccionar
con los segmentos gendmicos (RNP), siendo esta asociacion la
responsable de la actividad RdRp, lo que implica que la sintesis de RNA
depende de la formacion de complejos RNP (Tacken y col., 2002;
Pedersen y col., 2007; Ferrero y col., 2015). VP3 actia también como
una proteina de andamiaje que interacciona con los trimeros de VP2
para la construccion de la capside (Lombardo y col., 1999; Maraver y
col., 2003; Bahar y col., 2013). Con todo esto, podemos llegar a tres
posibles eventos que, durante la replicacion, justifiquen un proceso
dirigido de recombinacion génica:

a) Transcripcidon/replicacion: Durante la coinfeccion, la eficiencia
de replicacion de uno de los genomas es mayor que la de los
demas, haciendo que la composicion de la progenie no siga un
mecanismo aleatorio. Esta eficiencia puede depender de la
propia polimerasa o del complejo RNP (Wong y col., 2011).
Considerando esta premisa, la distribucion de la progenie
deberia ser independiente del tipo celular utilizado en el
proceso de coinfeccion, sin embargo, salvo en el caso de la
coinfeccion Ab:WB en CHSE-214 y BF-2, la distribucién de la
progenie en nuestros experimentos si parece depender del tipo
celular utilizado (p<0,0001). Esto concuerda con lo observado
en influenza virus, donde otros factores del huésped favorecen
la replicacion del RNA en las células infectadas (Jorba y col.,
2008; Nagata y col., 2016). Por otro lado, si la distribucion de
los tipos virales en la progenie dependiese exclusivamente de
su capacidad de replicacion, cabria esperar que estos tipos
virales aparecieran en porcentajes mas elevados en la progenie,
por lo que la eficiencia de la replicacion, por si sola, no nos
permite explicar los resultados observados en nuestros
experimentos de coinfeccion.

b) Traduccion: Podrian producirse diferentes afinidades al
ribosoma que se justificarian mediante la presencia de sitios de
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unién a ribosomas en el RNA, que podrian expresarse a
distintos niveles en los distintos tipos de RNA de la progenie.
Las estructuras secundarias y terciarias del RN A pueden ejercer
un papel crucial en la regulacion de la expresion en los
ribosomas de la célula. En el caso de IBDV se observo la
presencia de un factor de iniciacion que interacciona con VP1,
ejerciendo un papel regulatorio en la traduccion (Tacken y col.,
2004), lo que explicaria la variabilidad de expresion de cada
RNAm dependiendo de cada tipo celular. Asi, segmentos de
RNA de distintos tipos virales pueden tener distintos niveles de
expresion y producir distintos niveles de proteinas requeridos
para construir los complejos RNP. Para algunos virus, como es
el caso de IBDV, se ha demostrado que la probabilidad de
construir RNP homologas es mayor que heterologas (Tacken y
col., 2000; McDonald y col., 2009; Hara y col., 2013; Baker y
col., 2014) y, en base a nuestros resultados, podriamos asumir
que ocurre lo mismo en IPNV. La conclusion de algunos
autores de que en birnavirus la VP3 se une al genoma de manera
independiente a la secuencia del RNA (Kochan y col., 2003;
Pedersen y col., 2007) parece no seguir esta regla, aunque hay
que anadir que Kochan y col. (2003) explicaron otros factores
que entraban en juego a la hora de conferir especificidad, como
puede ser VP1. Por lo tanto, el complejo VP1-VP3-RNA podria
ser especifico de tipo, lo que sostiene nuestra hipdtesis de que
durante la traduccién se pueden seleccionar distintos tipos
virales de la progenie mediante diferentes eficiencias de
traduccion de cada RNAm en cada sistema celular.

(Podria esta hipotesis explicar el desplazamiento de algln tipo viral
observado en la progenie de alguna de las coinfecciones? Muy
dificilmente podria explicar la ausencia de algin tipo viral en la
progenie, sobre todo, si tenemos en cuenta que todos los tipos virales
de la progenie son replicativos (y en elevados titulos) en cualquiera de
las lineas celulares utilizadas, por lo que debemos pensar en algin otro
mecanismo de regulacion alternativo.

87



c) Asociacion de segmentos, construccion de RNP e inhibicion
cruzada de RNPs: En algunos tipos virales como reovirus o el
virus de la lengua azul de rumiantes (Nibert y col., 1996;
Nomikou y col., 2015), la asociacién de segmentos gendmicos
explica por qué unos recombinantes son mas frecuentes que
otros. En IPNV también parece existir cierta asociacion entre
segmentos, lo que podria explicar el desplazamiento de un tipo
viral de la progenie. Otro mecanismo que puede explicar un
mecanismo de reassortment dirigido fue descrito por Jaru-
ampornpan y col. (2014) en influenza. En este caso, en una
coinfeccion de tipos virales A y B, el tipo B de nucleoproteina
(BNP) interacciona con el A (ANP), produciendo una
inhibicion cruzada que lleva a una disminuciéon en la
replicacion del tipo A. Gavazzi y col. (2013) revelaron también
la existencia de interacciones entre segmentos gendmicos de
virus influenza que conllevan una regulacion preferencial del
empaquetamiento genémico. En la misma linea, Gerber y col.,
(2014) demuestran que la recombinacion entre virus poco
relacionados filogenéticamente puede ser desfavorable.
Nosotros hemos observado resultados similares en este estudio.
De hecho, para demostrar si el mecanismo de recombinacion se
veia favorecido entre virus filogenéticamente mas proximos,
hicimos una nueva coinfeccion con la cepa canadiense C1, mas
relacionada con el tipo americano WB que con los europeos Ab
y Sp (Blake y col., 2001). Nuestros resultados demuestran esta
hipdtesis, ya que las coinfecciones con C1 desplazan los tipos
europeos Ab y Sp, apareciendo €stos en frecuencias muy bajas,
mientras que en la coinfeccion C1:WB los resultados parecen
ser opuestos, ya que el tipo mas frecuente en la progenie es el
recombinante entre ambas cepas C1/WB.

[Podria la interaccion entre proteinas heterdlogas de IPNV (VPI
tipo 1 y VP3 tipo 2) inhibir la captura o/y replicacion de un tipo viral?
Esta inhibicion justificaria un proceso de recombinacién dirigida, sin
embargo, aunque es una hipdtesis realmente atractiva para justificar
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nuestras observaciones, no podemos usarla hasta que se demuestre la
existencia de estos mecanismos en birnavirus.

Finalmente, queriamos saber si la recombinacion era un
mecanismo de adaptacion entre especies, motivo por el que realizamos
las infecciones experimentales en salmon y lenguado. En este aspecto,
cabe destacar que las cepas Sp y WB, que deberian ser altamente
virulentas en salmdn, mostraron una muy baja mortalidad en ambos
experimentos, situaciéon que podria justificarse mediante el elevado
numero de pases de las cepas utilizadas. Por el contrario, la cepa salvaje
19G4 (WB), aislada en nuestro laboratorio y con un nimero de pases
inferior a 10, resultd ser la mas virulenta en ambas especies. Las cepas
tipo Ab (cepa de referencia Ab y 20G3) mostraron también elevada
virulencia en ambas especies, mientras que las cepas recombinantes
mostraron niveles intermedios de virulencia, incluso en la cepa salvaje
20G7. Todos los recombinantes resultaron estar formados por un
segmento A de una cepa de baja virulencia y un segmento B de una
cepa de alta virulencia (Wei y col., 2006). Algunos autores defienden
que la recombinacion del segmento B puede ser la razon de la expansion
e incremento de virulencia de IBDV. En este aspecto, podemos destacar
que las cepas recombinantes obtenidas en este experimento, al igual que
los recombinantes naturales con los que hemos trabajado, fueron
aisladas de peces asintomaticos, lo que sugiere que la regulacion de la
virulencia en estas cepas ha podido suponer un mecanismo de
persistencia en el huésped.

Los resultados de los ensayos in vivo sugieren que, ademas del
reassortment, puede haber otro tipo de mecanismos que afecten a la
virulencia de acuabirnavirus, como demostraremos en el siguiente
capitulo.

En base a nuestros resultados, podemos concluir, por lo tanto, que
en acuabirnavirus la recombinacion o reassortment supone un
mecanismo de adaptacion a nuevos huéspedes. Ademads, podemos decir
que este proceso no se produce al azar y que parece depender del tipo
celular, lo que sugiere un mecanismo de eficiencia selectiva en el
reconocimiento entre los diferentes RNAm y los ribosomas celulares,
que ademas, probablemente, pueda depender de la interaccion entre
segmentos gendmicos o inhibicidon cruzada de RNPs. A pesar de ello,
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los mecanismos contintian siendo desconocidos, por lo que futuras
investigaciones deben ir enfocadas a la demostracion de la existencia
de mecanismos de regulacion, observados en otras familias virales,
también en birnavirus acuaticos.
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CAPITULO 3:
POLIPLOIDIA

3.1. INTRODUCCION

Como hemos visto en los capitulos anteriores, a pesar de la amplia
distribucion de los birnavirus acuaticos y su alto impacto en acuicultura,
hay pocos estudios sobre los factores que afectan a su virulencia, y los
que hay se han centrado, fundamentalmente, en la relacion existente
entre la secuencia gendmica de la region VP2-NS y la virulencia
(Bruslind y Reno, 2000; Santi y col., 2004; Shivappa y col., 2004).
Otros estudios han analizado, ademas, otros factores como los distintos
tipos de ORF codificantes de VP5 y su relaciéon con la virulencia
(Shivappa y col., 2004). Sin embargo, la baja reproducibilidad de los
resultados observados a lo largo de nuestros estudios, trabajando con
las mismas cepas y el mismo hospedador, o en hospedadores diferentes,
nos hicieron sospechar de la existencia de otros factores que podrian no
estar teniéndose en consideracion. Tras el andlisis del efecto sobre la
virulencia del reassortment o reordenamiento molecular, comprobamos
nuevamente que debian existir otros factores todavia inexplorados y que
podrian tener un papel adicional en la regulacion de la virulencia de
birnavirus acuaticos.

En este contexto, el trabajo de Luque y col. (2009), demostrando
que el virus de la bursitis infecciosa del pollo (IBDV) es un virus
poliploide que puede llegar a empaquetar hasta 4 segmentos de RNA
bicatenal (dsRNA), y que esta poliploidia tenia implicacion en la
virulencia, nos abri6 una nueva via de estudio para entender la
complejidad de los sistemas de regulacion de virulencia en este tipo de
virus. Estos autores, mediante purificacion en gradientes de cloruro de
cesio de viriones procedentes de cultivos celulares infectados, o de la
bursa de Fabricio de aves infectadas, observaron 6 poblaciones de
IBDV. Dichas poblaciones tenian la misma composicion proteica, pero
se diferenciaban en la densidad y el coeficiente de sedimentacion,
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diferencias que demostraron estar relacionadas con el nimero de copias
de segmentos gendmicos empaquetados.

Ciertas observaciones en algunos de nuestros estudios previos
concordaban con las de estos autores, ya que, en ocasiones, purificando
virus tipo IPNV en gradientes de CsCl, habiamos observado patrones
de bandeado con al menos dos bandas, patron que no podiamos
explicar. Ademas, trabajando con geles de acrilamida se observaban
distintos patrones de bandeado de ambos segmentos gendémicos, en los
cuales, a veces, la densidad de la banda superior parecia ser el doble de
la inferior.

Aunque en pocos casos, ademas de en IBDV (Luque y col., 2009),
se ha descrito que virus de otras familias, como los paramixovirus,
ortomixovirus o filovirus, desarrollan poliploidia como una herramienta
que les permite regular su virulencia (Enami y col., 1991; Rager y col.,
2002; Beniac y col., 2012).

Por ello, el objetivo de este estudio era descubrir si los birnavirus
acudticos podrian ser también poliploides y analizar el efecto de la
poliploidia sobre la replicacion y virulencia del virus, con la esperanza
de demostrar que la virulencia de acuabirnavirus es mucho mas
compleja que la mera intervencion de un simple parametro.

Los datos resultantes de este capitulo fueron publicados en el articulo
“Aquabirnavirus polyploidy: a new strategy to modulate virulence?”
que se puede consultar en el Anexo de esta tesis.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Lineas celulares y cepas virales

Para la produccion, titulacion y purificacion viral, se usaron
monocapas semiconfluentes de BF-2 (tronco caudal de Bluegill,
Lepomis macrochirus, ATCC-CCL 91). Las células se cultivaron a 20
°C en medio esencial de Eagle (EMEM) suplementado con suero fetal
bovino al 10%, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina.

Para este estudio, se emplearon las cepas de referencia Ab y WB,
asi como la cepa recombinante SB1E (segmento A tipo WB y segmento
B tipo Ab) aislada de bacalao salvaje (Gadus morhua) en el banco
pesquero Flemish Cap (Romero-Brey y col., 2009). Las inoculaciones

92



se realizaron a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0,1 virus/célula,
y las células infectadas se mantuvieron a 15 °C hasta la visualizacion de
ECP.

3.2.2 Titulacion viral

Para la titulacion viral, mediante el método de TCIDso (Tissue
Culture Infectious Dose 50), se emplearon placas de 96 pocillos con
monocapas semiconfluentes de BF-2. Para ello, se realizaron diluciones
seriadas del virus en tampon de Earle’s suplementado con 100 U/ml de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina, y se inocul6 cada dilucion
por triplicado. Las células se incubaron a 15 °C durante 10 dias, tras los
cuales se calcul¢ el titulo viral por el método de Reed y Miiench (1938).

3.2.3 Purificacion viral

Para cada purificacion, se inocularon una media de 20-25 frascos
de 150 cm? de BF-2. Una vez observado el efecto citopatico, la
suspension viral se centrifugdé a 3000 g durante 10 min y el
sobrenadante se incubd, durante 24 h a 4 °C, con polietilenglicol 8000
al 5 % y 0,5 M de NaCl, en agitacion. Tras la incubacion, el virus se
centrifug6 a 8000 g durante 30 min y el precipitado se resuspendio en
tampon PES (25 mM piperazina-N, N-bis [2-acido etanosulfonico] pH
6,2, 150 mM NaCl, y 20 mM CacCl.) suplementado con inhibidores de
proteasas (Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche),
y se volvid a precipitar a través de un lecho de sacarosa al 25% en
tampon PES, a 35000 rpm en un rotor SW55Ti (Beckman Coulter),
durante 1 h a 4 °C. El precipitado se resuspendio en 500 pl de tampdn
PES y se cargo en un gradiente de CsCl (1,33 g/ml) que se centrifug6 a
31000 rpm durante 20 h, a 4 °C, en un rotor SW32Ti (Bekman Coulter).

Tras la purificacion, las distintas bandas, que se visualizaron
mediante un haz de luz fria desde el fondo del tubo, a través de su eje
longitudinal, se recuperaron mediante punciéon con jeringuilla y se
dializaron en tampon PES durante 24 horas a 4 °C, en continua
agitacion, tras lo cual, los viriones purificados se almacenaron a 4 °C
hasta su posterior analisis.

La nomenclatura usada para las bandas fue de F1 a F6, desde la
parte superior a la inferior del tubo (de menor a mayor densidad).
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3.24 Analisis del contenido gendémico de las
fracciones F3-Fé6

El contenido gendémico de las fracciones se analiz6 mediante
separacion de ambos segmentos gendmicos por electroforesis en geles
de poliacrilamida. Previamente a la electroforesis, se igualaron las
fracciones F3 a F6 en base a su contenido proteico, usando el kit
comercial BCA (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante y
usando la proteina seroalbumina como patron. Una alicuota de cada
fraccion se sometié a digestion con proteinasa K a una concentracion
de 2 mg/ml, en presencia de 0,5% de SDS, durante 12 h a 37 °C. A
continuacion, las muestras se desnaturalizaron a 98 °C durante 5 min y
se cargaron, con tampon de carga 4x (250 mM TRIS HCI, pH 6,8, 8%
SDS, 40% glicerol, 20% B-mercaptoetanol, 0,004% azul bromofenol en
H>O Milli-Q), en geles de acrilamida al 7,5% y se sometieron a
electroforesis a 150V durante 4 h (Laemmli, 1970). Las bandas se
visualizaron usando dos tinciones diferentes: tincion con Red Safe
(iNtRON Biotechnology), un andlogo del bromuro de etidio, y tincién
con nitrato de plata, usando el kit comercial Silver Stain Plus™ kit
(BIO-RAD), siguiendo las instrucciones del fabricante.

El analisis y normalizacion de los geles para la cuantificacion de
las bandas se hizo usando el software Multi Gauge V3.0 (Fujifilm) e
Image J software (NIH). Asi, las proporciones entre el contenido
genomico de las distintas fracciones se calcularon mediante
normalizacién usando la fracccion F3 como referencia, por ser esta,
previsiblemente, la de menor nlimero de segmentos genémicos, ademas
de ser la primera fraccion en estar compuesta inicamente por particulas
virales T=13 y no por subparticulas virales (SVPs).

3.2.5 Analisis del contenido proteico de las fracciones
F1-F6

Para el analisis del contenido proteico, una alicuota de cada
fraccion se desnaturalizd a 98 °C durante 3 min; inmediatamente
después, se mezcld con el tampdn de carga 2 x (2,5 ml Tris HCI pH 6,8;
4 ml SDS 10%; 2 ml glicerol; Iml f-mercaptoetanol; 0,1 ml rojo fenol
0,5%; 1,4 ml H20 Milli-Q) y se sometio a electroforesis en gel vertical
de poliacrilamida al 12 %, durante 90 min a 150 V. Las bandas se

94



visualizaron mediante tincion con azul Coomasie coloidal (EZBlue™
Gel Staining Reagent, Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del
fabricante, y con azul coomasie al 2,5 g/l en soluciéon de metanol-
acético (45% metanol, 45% H20, 10% acido acético), usando para el
destefiido una solucion de 25% etanol, 25% acido acético y 50% H20;
para ello, los geles se incubaron una hora en la solucion de tefiido y a
continuacion se aplicaron consecutivos lavados hasta alcanzar el nivel
tincion deseado.

En paralelo, otros geles se sometieron a electrotransferencia a
membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF), en una célula de
electrotransferencia, con tampon de transferencia (192 mM glicina,
20% v/v metanol, 25 mM Tris-HCI, pH 8,3), a 100 V, durante 1h a 4
°C. A continuacion, se aplic6 Western Blot; brevemente: tras bloqueo
mediante incubacion durante 30 min en leche en polvo al 5% en PBS,
las membranas se incubaron con el anticuerpo primario (anticuerpo
policlonal, obtenido en conejo en nuestro laboratorio, frente a la cepa
Sp) diluido 1/500 en solucion de bloqueo, durante 1h. Tras 3 lavados
en PBS, las membranas se incubaron durante 1h con un anticuerpo
secundario marcado con peroxidasa (Goat anti-rabbit IgG-Peroxidase
antibody, Sigma-Aldrich) diluido 1/2000 en solucion de bloqueo, y se
volvid a lavar del mismo modo. Para el revelado, se usé el método de
quimioluminiscencia ECL (Amersham ECL Western Blotting detection
reagents and analysis system, GE Healthcare), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

3.2.6 Microscopia electrdonica

Para la visualizaciéon, bajo microscopia electronica, de las
particulas virales de las fracciones, una alicuota de 2 pul de cada fraccion
se cargd en una rejilla de cobre con membrana de carbono, cargada
negativamente mediante descarga ionica con el sistema Spulter Coater
Quorum 150 TS. Tras una incubacién de 2-3 min, se seco el exceso de
muestra mediante el contacto del borde de la rejilla con un papel de
filtro y posteriormente se lavd dos veces con agua, repitiendo la
operacion de secado. Por altimo, se tifid con acetato de uranilo al 2%
en agua y, tras una incubacion de 2-3 min, se retir6 el exceso de liquido
y se dejo secar.
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Las rejillas se visualizaron en microscopios JEOL JEM-2010 y
ZEISS Libra 200 FE OMEGA del servicio de microscopia electronica
de la USC, operando a 120 kV.

3.27 Infeccion experimental

Para evaluar el efecto de la poliploidia sobre la virulencia, se
llevaron a cabo dos infecciones experimentales, la primera con 200
alevines de salmén (Salmo salar) de 7 cm y la segunda con 150
lenguados de 2 g (Solea senegalensis), en ambos casos procedentes de
piscifactorias sometidas por nuestro laboratorio a controles periddicos.

Los peces se sometieron a un periodo de aclimatacioén de 7 dias a
15 °C, distribuidos en tanques a una densidad maxima de 100 peces por
100 1 de agua, y suministrandole una dieta comercial. En ese periodo de
tiempo se testaron, mediante RT-PCR y nested-PCR, para descartar la
presencia de los virus IPNV, VNNV (virus de la necrosis nerviosa viral)
y VHSV (virus de la septicemia hemorragica viral), y también se aplico
una siembra bacteriologica para descartar presencia de patdogenos
bacterianos. Tras este periodo, y habiendo confirmado que los peces
estaban libres de patogenos, los especimenes se inocularon via
inyeccion intraperitoneal con 100 pl del indculo viral correspondiente
a cada fraccion (igualadas a una dosis de 10° TCIDso/ml); un grupo
control se inyectdé con medio L-15. Tras la infeccion, los peces se
distribuyeron en lotes de 40 individuos, en el caso de los salmones, y
de 30, en el caso de los lenguados; los lotes inoculados se nombraron
con el nombre de la fraccion con la que fueron inoculados y se
mantuvieron a 15 °C durante 40 dias, en el caso de los salmones, y 30,
en el caso de los lenguados; en todo este periodo, se llevo a cabo un
seguimiento diario para detectar signos de la enfermedad y recoger los
peces muertos, que se mantuvieron a -80 °C hasta el momento de su
analisis.

En el caso de los salmones, y debido a la ausencia de mortalidad (a
dia 20 p.i.), se llevd a cabo una segunda ronda de infeccién con la
fraccion correspondiente, continuando con muestreos (de 5 peces por
fraccion/dia) a dias 30, 33 y 35 p.i (10, 13, 15 tras la segunda infeccion).
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Al final del experimento, los peces supervivientes y los peces
control se sacrificaron con una sobredosis del anestésico etil 3-
aminobenzoato metanosulfonato (MS-222, Sigma).

Toda la fase experimental se llevo a cabo siguiendo la directiva
2010/63/UE, relativa a la proteccion de animales utilizados para fines
cientificos, realizando todos los esfuerzos para reducir el sufrimiento
animal, y siguiendo un protocolo aprobado por el Comité Gallego de
Bioética de la Xunta de Galicia (Licencia ID 15004/13/002).

3.2.8 Deteccion viral a partir de muestras de tejido
Para confirmar la presencia del virus en los peces inoculados, se
muestrearon los lotes de rinén, higado y bazo de 5 individuos,
extraidos en condiciones asépticas. Para el procesado de las muestras
de tejidos, se siguid el protocolo establecido por Ledo y col. (1987).
Tras la homogenizacion con rodillo, los érganos se resuspendieron en
tampon Earle’s suplementado con antibidticos (1000 Ul/ml de
penicilina, 1000 pg/ml de estreptomicina, 500 pg/ml de gentamicina y
10 pg/ml de anfotericina D); el ratio de resuspension fue 1/10 p/v en
aquellas muestras que pesaron menos de 1,5 g y 1:1 p/v en las de
mayor peso. A continuacion, se volvio a triturar el contenido de la
bolsa para obtener una mezcla homogénea. La suspension se
centrifugd a baja velocidad (7500 g) durante 15 min a 4 °C para
precipitar los restos de tejido. El sobrenadante se transfiri6é a un tubo
estéril y se incub6 a 4 °C durante 16 h, para permitir la actuacioén de
los antibidticos y eliminar la posible contaminacion bacteriana y/o
fingica. Transcurrido ese tiempo, se separd una alicuota de cada
muestra para su analisis viroldgico y el resto se conservo a -20 °C.

Para el aislamiento en cultivo celular, los homogenados
clarificados se diluyeron 1/10y 1/100 en tamp6n de Earle suplementado
con antibidticos, y se inocularon 100 ul de cada dilucion, por triplicado,
en placas de 48 pocillos. Como control positivo, se inocul6 una cepa de
referencia de IPNV, y como control negativo se mantuvieron tres
pocillos sin inocular. La incubacion se realiz6 a 15 °C durante 15 dias,
visualizando diariamente en busca de aparicion de efecto citopatico.
Tras la destruccion del tapiz celular, se recogi6 el contenido del pocillo
(virus crudo) y se realiz6 un segundo y tercer pase (de ser necesario).
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Se consideraron positivas aquellas muestras con dos pases consecutivos
con ECP. Por tltimo, una alicuota del tltimo pase de cada muestra se
recogio y se analizo mediante RT-PCR y nested-PCR.

Para el analisis por PCR, una alicuota de los homogenados
clarificados y del virus crudo de los pases por cultivo celular se sometid
a extraccion de RNA, usando el kit comercial RNeasy® Mini Kit
(Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante y eluyendo el RNA
final en 50 pl de H20 libre de RNasas. La sintesis de cDNA se llevo a
cabo con el kit comercial SuperScript™ III First-Strand Synthesis
System (Invitrogen) en un volumen final de reaccion de 20 ul: 9 ul de
RNA, 1 pl de Random Primers (en un primer paso) y 4 ul de tampon
5X, 1 ulde DTT, 1 ul de dNTPs, 0,2 ul de transcriptasa inversa SSIII y
3,8 pl de agua libre de RNasas (en un segundo paso). El RNA y los
cebadores se incubaron durante 5 min a 95 °C para favorecer la
desnaturalizacion de RNA y cebadores, pasando inmediatamente a 4
°C. A continuacion, se afiadio a los tubos la mezcla elaborada en el paso
2 y se prosiguio6 con el programa: un ciclo consistente en rehibridacién
a 25 °C, durante 5 min y 1 ciclo de extension de 50 min, a 50 °C y
finalizando con una elongacion a 85 °C durante 5 min. La PCR se llevo
a cabo con el kit Go Taq Flexi DNA Polymerase (Promega). Para ello,
se prepard una mezcla de reaccion con 4 pl de cDNA, 10 pl de tampon
de PCR 5X Green GoTaq®, 5 ul de MgClz, 1 pl de dANTP, 0,5 ul de
cada cebador, 0,25 pl de Go Taq Flexi DNA polimerasa y H20 libre de
RNasas hasta 50 pl. Las mezclas de reaccion se sometieron a una
desnaturalizacion inicial de 95 °C durante 4 min y a 30 ciclos de
amplificacion, cada uno consistente en una fase de desnaturalizacion a
95 °C durante 30 s, rehibridacion a 58 °C durante 30 s y extension a 72
°C durante 30 s. Por ultimo, se aplicd una extension final a 72 °C, 10
min. Los cebadores usados para la PCR  fueron,
5’AGAGATCACTGACTTCACAAGTGAC 3° (forward) y 5’
CTCAGTAGAAAGGACACCACGTGT 3’ (reverse), descritos por
Heppell y col. (1992). La nested-PCR se llevo cabo del mismo modo
que la PCR, usando el mismo kit comercial, pero partiendo de 4 pl del
producto de PCR 'y usando la pareja de cebadores
5" AAAGGCATGGGGCTGGAGAG 3’(forward) y 5
TGTGCACCACAGGAAAGATGACTC 3’ (reverse), en posiciones
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1439 y 1754, respectivamente, en base a la secuencia genémica de la
cepa Jasper (M18049).

Los productos de amplificacion se corrieron en geles de agarosa al
2% y se visualizaron mediante la tincion con Red Safe (iNtRON
Biotechnology).

Para la PCR en tiempo real (QPCR) aplicada sobre el segmento B,
se empled el método de SYBR Green, usando los cebadores 5’
CHGCCGGCCTACCNTACATAGG 37 (forward) 'y 5
CCRCAGCTBAGRTACCAGAAGTCGG 3’ (reverse) en posiciones
838 and 976 en la cepa Jasper (M58756), y el kit GoTaq® PCR Master
Mix (Promega), siguiendo las intrucciones del fabricante.

3.2.9 Purificacion viral a partir de tejido de peces
infectados

Con el animo de demostrar si la poliploidia estaba presente también
en condiciones naturales, se hicieron llegar al laboratorio alevines de
trucha comun (Salmo trutta) procedentes de una piscifactoria con un
brote de infeccion por IPNV y se procedio a la purificacion de virus a
partir de los tejidos infectados. Para ello, y debido al tamafio de los
especimenes, se recogid la cavidad peritoneal con todos los 6rganos; los
tejidos se homogenizaron en tampon de Earle’s en proporciéon 1:1
peso/volumen, con ayuda de un blender (lotes de aproximadamente 1-
1,5 kg de tejido). El tejido homogenizado se sometié a 3 pulsos de
sonicacion de 60 s, para favorecer la liberacion del virus de los tejidos.
Tras ello, la suspension se centrifugd a 8000 g en frascos de 1 1, durante
40 min y el sobrenadante se recogio e incubo con antibidticos (1000
Ul/ml de penicilina, 1000 pg/ml de estreptomicina, 500 pg/ml de
gentamicina y 10 ug/ml de anfotericina) durante 4 h a 4 °C. Tras la
incubacion, se anadio polietilenglicol (PEG) 8000 al 5 % y 0,5 M de
NaCl y se incubd en agitacion a 4 °C durante toda la noche. A
continuacion, se precipitd el virus capturado por el PEG mediante
centrifugacion en frascos de 250 ml a 8000 g durante 45 min. El
precipitado de cada frasco se resuspendi6 en 10 ml de tampén PES y se
mezcld con un volumen de fredn, se agitd durante 5 min y se centrifugd
de nuevo, 30 min a 8000 g. La fase acuosa se recogid y se precipitd
mediante ultracentrifugacion en tampén PES a 25000 rpm, en rotor
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SW41Ti. El precipitado se resuspendié en 500 pl por tubo y se cargd
en un lecho de sacarosa al 25% en tampon PES, centrifugando a 35000
rpm en un rotor SW55Ti (Beckman Coulter), durante 1h a 4 °C. El
precipitado se volvio a resuspender en 500 pl de tampon PES y
finalmente se cargo6 en un gradiente de CsClI (1,33 g/ml), centrifugando
a 31000 rpm durante 20 h, a 4 °C, en un rotor SW32Ti de Bekman
Coulter. Tras la purificacion, las bandas (de 1 a 3) se visualizaron
mediante un haz de luz fria desde el fondo del tubo, se recuperaron
mediante puncidn con jeringuilla y se dializaron en tampon PES durante
24 horas a 4 °C, en continua agitacion. Los viriones purificados se
almacenaron a 4 °C hasta su posterior analisis.

Debido al poco éxito de recuperacion de virus tras la purificacion
de virus IPNV a partir de tejido, las unicas pruebas que se llevaron a
cabo en estas fracciones fueron el analisis por microscopia electronica,
analisis del contenido proteico y titulacién por TCIDso/ml. Ademas, se
realizd extraccion de RNA y RT-PCR a partir de muestras tomadas en
las distintas fases de la purificacion, para determinar en qué pasos se
podria estar perdiendo virus.

3.3. RESULTADOS

Los resultados que se presentan a continuacion son los observados en
las purificaciones de la cepa recombinante SB1E, por ser la cepa con un
mayor numero de repeticiones (mds de 30), pero los resultados
observados fueron los mismos para las tres cepas ensayadas
(incluyendo las dos cepas de referencia Ab y WB).

3.3.1 Composicion de las fracciones virales en CsCl

La purificacion de virus tipo IPNV en gradientes de CsCl llevo a la
visualizacion de hasta seis bandas (fracciones F1 a F6), localizadas a
las densidades 1,280+0,021, 1,300+0,044, 1,306+0,004, 1,310+0,05,
1,314+0,006 y 1,323+0,007 g/ml, siendo la fraccion F6 la que contiene
mayor cantidad de virus purificado (mas del 50%).

El nimero de bandas observadas en las distintas purificaciones
varia de 2 a 6, lo que parece estar relacionado con la concentracion de
virus purificado (Figura 16). En las purificaciones con un menor
numero de bandas, las que se visualizan solo son las 3 ultimas (F4-F6),
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que son las de mayor concentracion de virus y, por lo tanto, de mayor
intensidad (Figura 16d-e). Las fracciones 1 y 2 son las de menor
proporcidn de virus, aunque en ocasiones F1 aparece mas concentrada
que las demas, casi igualando a F6 (Figura 16c).

Figura 16. Fracciones virales visualizadas tras ultracentrifugacion en gradientes
de CsCl. Se visualizan entre 2 y 6 fracciones, denominadas de F1 a F6, de menor a
mayor densidad. Las densidades a las que se encuentra cada banda son, de F1 a Fé:
1,280+0,021, 1,300+0,044, 1,306+0,004, 1,310+0,05, 1,314+0,006 y 1,323 +0,007,
respectivamente.

Las imagenes de microscopia electronica para estas fracciones
revelaron que las primeras dos fracciones (F1 y F2) estdn formadas
principalmente por particulas de aproximadamente 25 nm, que se
corresponden con las estructuras T=1 conocidas como SVP vy
compuestas unicamente por la proteina VP2. Ademads, en estas
fracciones también se observan, aunque en menor proporcion,
particulas de 50 nm (T=7) y particulas T=13 vacias, rotas y completas
(que aparecen en mayor concentracion en F2; Figura 17). Las fracciones
F3 a F6 estdin compuestas por viriones integros de distinto tamaiio,
observandose asi particulas T=13 entre 55 y 90 nm (como se mostrara
en el apartado 3.3.4).
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Figura 17. Imagenes de microscopia electronica de las fracciones F1 y F2.
Imagenes de microscopia electronica de las fracciones F1 (A) y F2 (B), tehidas
negativamente con acetato de uranilo al 2%. Estas fracciones se componen
principalmente de SVP (subviral particles; puntas de flecha negras) y, en menor
proporcion, de particulas de 50 nm (puntas de flecha blancas) y particulas T=13,
vacias, rotas (flechas blancas) y en menor cantidad, completas (flechas negras).
Barra de escala de 100 nm.

Debido a las diferencias de composicion observadas de las fracciones
F1 y F2 con respecto a las demas, estas dos fracciones se excluyeron
del posterior analisis, ya que no podian ser igualadas con las otras en
cuanto a su contenido proteico.

3.3.2  Analisis del contenido proteico de las fracciones F1-
Fé

Los geles de SDS-PAGE de proteinas virales, revelados mediante
azul coomasie, coomasie coloidal y Western Blot, mostraron que las
fracciones F3 a F6 tienen la misma composicioén proteica: VP1 (94
kDa), VP2 (54 kDa), VP3 (31 kDa) y VP4 (24 kDa), aunque se
apreciaron algunas diferencias segiin el método de revelado, ya que
VP4 no se detectd mediante Western Blot, solo mediante coomasie
(Figura 18). VP1 no se detecto en la fraccion F1, y apenas se visualizo
mediante Western Blot en F2, lo que indica su baja concentracién en
esta fraccion. Lo mismo ocurre con VP3, que solo se visualizo en F1 y
de forma muy débil, mediante Western Blot. VP4 no se visualiza por
ninguno de los métodos en las primeras dos fracciones. Sin embargo,
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es importante remarcar que la cantidad de VP2 observada en F1 y F2
fue practicamente la misma que en F6, a pesar de la baja cantidad de
viriones en las primeras.

Estos resultados se muestran en la Figura 18. Es importante
destacar que, aunque la figura corresponde a los resultados obtenidos
con la cepa 5B1E, los mismos patrones se observaron con las cepas de
referencia Aby WB.

_— 5 :
e ~— VP1

= —-“-——”5
i e e e e — P - VP2

N s — — — ——+—V P3

~— VP4

Fi_ F2 F3 F4 F5 F6 FI F2 F3 F4 F5 F6

Figura 18. Composicion proteica de las fracciones obtenidas por
ultracentrifugacion de la cepa 5B1e. A. Perfil proteico obtenido por electroforesis
SDS-PAGE vy tincion con coomasie coloidal. B. Perfil proteico obtenido por SDS-PAGE
y Western Blot.

3.3.3 Analisis de la composicion genomica de las fracciones
F1-Fé6

El andlisis del contenido gendémico se llevd a cabo con las
fracciones F3-F6 igualadas en base a su contenido proteico; se
descartaron las fracciones F1 y F2, debido, en primer lugar, a su bajo
contenido en virus completo, y a que su diferente composiciéon no
permitia igualarlas con las demas. El calculo de proporciones entre las
distintas bandas observadas en los geles se llevo a cabo usando la
fraccion F3 como referencia en términos de contenido proteico,
asumiendo que, al igual que en IBDV (Luque y col., 2009), las
particulas virales de F3 contendrian un inico equivalente genomico.

Como se puede observar en la Figura 19, los geles obtenidos por
electroforesis SDS-PAGE vy tefiidos con nitrato de plata revelaron un
incremento gradual de la cantidad de genoma incorporada de las
fracciones F3 a F6. Normalizando la densidad de las bandas con
respecto a F3, los resultados (de mas de 15 réplicas) indicaron que la
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cantidad de genoma de las fracciones F4, F5 y F6 era 1,58+0,13,
2,18+0,13, y 3,04+0,33 veces mayor que en F3, respectivamente.

yim— 9 " Eedr B[

-— - = -

2 - ——

— C
F1 §F2 F3 F4 F5 F6

| — 1 1,5 2 3
Proporciones D

: 1 1.5810.13 2.18£0.13  3.0410.33

Figura 19. Patrones de RNA obtenidos por electroforesis SDS-PAGE tefiidos con
nitrato de plata. A.- Gel en el que se muestran las bandas correspondientes a ambos
segmentos genomicos de las fracciones F1 a F6 (cepa 5B1g) y el patron de
proporciones entre las fracciones F3-F6 con respecto a la fraccion F3: 1,58+0,13,
2,18+0,13 y 3,04+0,33 para las fracciones F4 a F6, respectivamente. B.- Réplica en
la cepa 5B1g. C.- Patron observado en la cepa Ab. D.-Patron observado en la cepa
WB

Estos datos sugieren, por lo tanto, que el nimero de equivalentes
gendmicos por fraccion seria 1, 1,5, 2 y 3 (de F3 a F6), lo que demuestra
que los birnavirus acuaticos son capaces de encapsidar hasta 3 copias
de dsRNA (2 segmentos gendmicos en F3, 3 en F4, 4 en F5 y 6 en F6).
El incremento de los distintos segmentos gendmicos no es equimolar,
ya que en la fraccion 4 se incorpora unicamente una copia del segmento
A, poseyendo esta fraccion dos copias del segmento A y una del
segmento B.

3.3.4 Tamaiio de las particulas de las fracciones F3-F6

Las imagenes de microscopia electronica de las distintas fracciones
obtenidas a partir de mas de 30 réplicas de purificacion, a partir de las
3 cepas ensayadas (5B1g, Ab, WB), revelaron que las fracciones F3 a
F6 estaban constituidas por particulas completas T=13 con un rango de
tamafios muy variable, intra- e inter- fraccion (Tabla 15).
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Tabla 15. Tamaio (nm) de las particulas virales detectadas en cada fraccion.

TAMANO FRACCION

F3 F4 F5 F6
Minimo 55 55 65 65
Maximo 80 ]0 90 80
Rangos! 55,6570, ;(5) 0= 65-70,70,70-75,  65-70, 70, 70-

® 70-75, 75, 80 : 75, 80, 90 75, 80
75-80

Media®  70,66:1,68  7567:0.0  7599+1.43 75,86+0,93

-Rango de tamafos observado 2- Tamano media + desviacion estandar

En la fraccion F3 se visualizaron particulas de entre 55 y 80 nm,
encontrandose la mayoria (alrededor del 85%) de las particulas en el
rango 65-75 nm (media del tamafio 70,66£1,68 nm). Las particulas de
55 nm, minoritarias en esta fraccion, también se observaron en F4, en
muy baja proporcion (0,9%). En esta fraccion, el rango de tamanos
varia también hasta 80 nm (aunque este tamafio fue muy minoritario),
siendo el tamafio mas frecuente el de 75nm (75,67+0,9). Las fracciones
F5 y F6 carecen de particulas de 55 nm y su rango de tamafios oscila
entre 65 y 80 nm para F6, y entre 65 nm y 90 nm en F5, fraccion en la
que se observaron los mayores tamanos de particula (88-95 nm),
(Figura 20). La media del tamafio de particulas mayoritarias en estas
fracciones fue de 75,99+1,43 en F5 'y 75,86+0,93 en Fo6.

A pesar de que no hay un rango bien definido entre las distintas
fracciones, se observa que la media de los tamafios de las particulas es
ligeramente mayor en aquellas fracciones que incorporan mas de un
equivalente gendmico, siendo las fracciones con un mayor nimero de
segmentos en las que se observa un aumento del porcentaje de
particulas dentro de los mayores tamafios observados. Asi, en la
fraccion F3, la mayoria de las particulas (un 85%) se encuentra en un
rango de tamafio de 65-75 nm; en F4 un 92 % se encuentra en el rango
70-75 nm; en F5 el 86% de las particulas miden entre 70-85 nm y, por
ultimo, en F6 el 96% de los virus se encuentran en el rango 70-80 nm.
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Figura 20. Imagen de
microscopia electrénica
de las poblaciones F3 a
F6. La escala equivale a
100nm. Las flechas de
punta curvada en color
blanco, indican un tamano
de alrededor de 55 nmy en
negro en torno a 65 nm. Las
flechas con punta
triangular de color blanco
se  corresponden  con
tamanfos de 65-70 nm, y en
negro de 70 nm. Flechas
largas con punta curvada
en blanco indican tamanos
entre 70y 75 nmy en negro
en torno a 75 nm. Con
punta triangular largas en
color blanco indican
tamafos de entre 75 y 80
nm, y en negro de
aproximadamente 80 nm.
Por Gltimo, las negras de
doble punta tamafos
proximos a 90 nm.
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3.3.5 Replicacion in vitro

Las fracciones F3 a F6, igualadas en funcion de su contenido
proteico, se titularon directamente, sin pase previo por cultivo celular.
Todas ellas desarrollaron el efecto citopatico caracteristico de este tipo
de virus en la linea celular BF-2. Como se refleja en la Tabla 16, el
titulo observado en las distintas fracciones se incrementd al mismo
tiempo que el nimero de equivalentes gendmicos.

Tabla 16. Titulos de las fracciones obtenidas tras la purificacion de virus tipo IPNV

Fraccion F1 F2 F3 F4 F5 Fé6
N° equivalentes - - 1 1,5 2 3
Titulo 5 6 7 8 9 10
(TCIDso/ml) 3,16x10 9,7x10 6,3x10 8,9%x10 3,2x10 1x10
Logaritmo 5,55 6,7+0,7 7,8£0,51  8,95+0,37 9,5+£0,18 10+0,88

Al haber igualado las fracciones F3-F6 por su contenido proteico, se
asume que a la hora de titularlas todas contienen el mismo niimero
inicial de particulas virales, por lo que los distintos titulos observados
(6,3x107 TCIDso/ml con F3, 8,9x10% TCIDso/ml con F4, 3,2x10° con
F5y 1x10' con F6) se deben a la diferente capacidad replicativa de las
particulas que constituyen cada fraccion.

Las fracciones F1 y F2, pese a ser excluidas del resto de los andlisis
por no poder ser igualadas por su contenido proteico, también se
titularon y alcanzaron valores de alrededor de 10° y 10°® TCIDso/ml,
respectivamente, lo que confirma la presencia de particulas virales
completas, como se observé bajo microscopia electronica.

3.3.6  Virulencia in vivo

Las inoculaciones experimentales realizadas en lenguado y salmén
se llevaron a cabo con las 3 cepas empleadas en este estudio, habiendo
aplicado 2 repeticiones solo en el caso de la cepa recombinante SBIE.
Son precisamente los resultados de esta cepa los que se muestran en
este capitulo, aunque fueron similares con las cepas de referencia Ab y
WB.
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Las tasas de mortalidad en los experimentos de infeccion fueron en
general bajas, especialmente en lenguados y en las fracciones F4 y F5
(Figura 21).

En lenguados las mortalidades acumulativas (MAc) de las cuatro
fracciones ensayadas no rebasaron el 25 %. Las mortalidades se
iniciaron al mismo tiempo (4 dias p.i.) en todas las fracciones excepto
F4, siendo la fraccion F6 la que alcanz6 mayores niveles de mortalidad
anumulativa (MAc de 20%). Las fracciones F3 y F5 dieron valores de
MAc de 7% y 3% respectivamente, mientras que la fraccion F4 no
causo6 ninguna baja durante los 30 dias del experimento (Figura 21A).
Los peces no mostraron los tipicos sintomas de la enfermedad IPN
durante todo el experimento; los Unicos signos de la enfermedad
observados fueron anorexia y natacion erratica en algunos lenguados
infectados con la fraccion F6.

A pesar de la baja mortalidad, el virus se aislo en cultivo celular y
se detecto en todos los lotes tanto por RT-PCR, como por qPCR.

En el caso de los salmones, debido a la ausencia de mortalidad en
los 20 primeros dias tras la infeccion, se llevd a cabo una segunda
inoculacion con la fraccion correspondiente. Por lo tanto, los datos que
se reflejan en la Figura 21B, se corresponden con las mortalidades
acumulativas en el segundo periodo de infeccion (dias 20 a 40 del
comienzo del experimento).

En este caso, las mortalidades también se iniciaron poco después
de la infeccion con todas las fracciones, excepto F4, en la cual se inicia
a dia 14. De nuevo, son las fracciones F4 y F5, las que presentan
menores tasas de mortalidad, alcanzando valores de MAc finales de
17% y 4% respectivamente. F6 y F3, al igual que en lenguados, son las
que provocaron un mayor numero de bajas, alcanzando el 100% de los
peces no muestreados con F6 a dia 15 p.i. y el 57% con F3.

Solo algunos individuos inoculados con las fracciones F3 y F6,
presentaron signos claros de la infeccidon, como pigmentacion oscura,
exoftalmia y natacion erratica.

El virus se aislo en cultivo celular y se detectd por RT-PCR y qPCR
en todos los lotes.
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Figura 21. Curvas de mortalidad de las fracciones F3-F6 en las dos especies de
peces ensayadas. Se representa en el eje X el tiempo post-infeccion, en dias, y en
el eje Y la mortalidad acumulativa en porcentaje (MAc). (A) Curvas de mortalidad
acumulativa (MAc) en lenguado (Solea Senegalensis). (B) Curvas de MAc en salmon
(Salmo salar).
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3.3.7 Analisis de las fracciones obtenidas por purificacion
de virus a partir de tejido

Tras repetidas purificaciones a partir del tejido de truchas
infectadas con virus tipo IPNV, se logro la separacion de 1 a 3 bandas
muy tenues (fracciones T1 a T3, de menor a mayor densidad), no
habiendo logrado la penetracion en el gradiente de la mayoria de las
particulas virales.

Al analizar el contenido de las bandas por microscopia electronica,
se comprob6 que las fracciones estaban compuestas principalmente por
particulas virales rotas y restos celulares. También se observaron
particulas completas, aunque en muy baja concentracién (Figura 22).

Los titulos virales de las tres fracciones recuperadas en una
purificacion fueron de 10% TCIDso/ml para T1y T2y de 102 TCIDso/ml,
con T3, lo que confirma que contienen particulas completas y
funcionales, encontrdndose la mayor concentracion de virus en la parte
superior del gradiente, sin penetrar (10° TCIDso/ml).
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Figura 22. Imagenes de microscopia electrénica de las fracciones recuperadas
tras la purificacion de virus tipo IPNV, a partir de tejidos de trucha infectada. En
estas fracciones se observo una gran cantidad de restos celulares y particulas virales
rotas. En menor proporcion también se observaron particulas completas. Escala: 200
nm.

En los geles de proteinas de las tres fracciones recuperadas tras la
purificacion a partir de los tejidos de truchas infectadas, no aparece el
patron de bandeado caracteristico de este tipo de virus, tan solo se
observan dos bandas tenues que podrian representar las proteinas pVP2
y VP2 (Figura 23).

Figura 23. Gel de proteinas de — P

las tres fracciones virales

recuperadas tras purificacion ! o - ™
a partir de tejido de trucha ; :::;z
infectada con IPNV. T1, T2y | -y -

T3: fracciones recuperadas, de | = k

menor a mayor densidad; S- ' -
fraccion superior de virus que

= P4
no penetra en el gradiente. Las I:T .

flechas indican las bandas que

pueden representar las l
proteinas pVP2 y VP2. M T2 T3 5§

Los analisis mediante RT-PCR de las muestras tomadas en los distintos
pasos del proceso de purificacion (fraccion acuosa tras la centrifugacion
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con fredn, precipitado y sobrenadante tras el precipitado de la fase
acuosa del fredn, precipitado del lecho de sacarosa y fraccion
purificada) revelaron la presencia de virus en todos los pasos, ademas
de la pérdida de una gran cantidad de particulas en el proceso de
purificacion, como se comprobd por la intensidad de las bandas
obtenidas por RT-PCR (Figura 24).

Figura 24. Productos de PCR de las distintas
alicuotas recogidas durante la purificacion.
1. Precipitado tras la centrifugaciéon del PEG
(que se mezcla con fredn). 2. Sobrenadante de

e == | la centrifugacion del PEG (que se descarta) 3.
” Fase acuosa recuperada en la centrifugacion
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con freén. 4. Sobrenadante de la posterior
centrifugacion (se descarta), previo a la carga
en el lecho de sacarosa. 5. Virus purificado

3.4. DISCUSION

En capitulos anteriores, hemos analizado factores moleculares que
podrian estar implicados en la modulacion de la virulencia de virus
IPNV, incluyendo regiones y dominios especificos de la secuencia
gendmica defendidos por otros autores (Sano y col., 1992; Bruslind y
Reno, 2000; Santi y col., 2004; Shivappa y col., 2004; Song y col.,
2005), asi como la propiedad de reassortment o reordenamiento
molecular, defendida por nuestro grupo como un factor mas de
virulencia de este virus. Sin embargo, los resultados, en ocasiones poco
reproducibles, nos hicieron sospechar que debia existir algun otro
mecanismo viral modulador del nivel de virulencia. En este capitulo, se
ha estudiado un nuevo factor que podria regular la virulencia de
birnavirus acudticos junto con residuos aminoacidicos especificos y el
reordenamiento molecular. Este factor, la poliploidia, presente en muy
pocas familias virales, ya se habia demostrado con antelacion en el
género Avibirnavirus de la misma familia, Birnaviridae, que el IPNV y
que, al igual que otras familias virales, utiliza este recurso para modular
su virulencia (Enami y col., 1991; Rager y col., 2002; Luque y col.,
2009; Beniac y col., 2012). Para analizar si esta caracteristica estaba
también presente en el género Aquabirnavirus, llevamos a cabo una
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busqueda de fracciones virales de distinta densidad mediante la
aplicacion una serie de purificaciones en gradientes de CsCl, analizando
las 2 a 6 poblaciones (fracciones) resultantes.

En nuestro estudio, el mayor o menor numero de bandas
visualizadas en los gradientes de CsCl estaba relacionado con la
cantidad inicial de virus: los patrones de 5 y 6 bandas solo se observaron
cuando se partia de un sfock mayor de virus para someter a purificacion.
Entre estas 6 fracciones, solo F1 y F2 mostraron el patron proteico de
las SVPs (subparticulas virales) descritas por Coulibaly y col. (2010),
que resultaron ser los componentes mayoritarios de dichas fracciones.
El patrén proteico esperado para virus IPNV se observo en el resto de
fracciones, compuestas por particulas icosaédricas T=13 completas. Por
esta razon, fueron estas cuatro fracciones, F3-F6, las seleccionadas para
el analisis estequiométrico de la composicion gendmica.

Los resultados del analisis del contenido gendémico de las
fraccciones F3 a F6, igualadas en cuanto a su contenido proteico,
demostraron claramente que el nimero de segmentos gendémicos
encapsidados aumentaba de las fracciones de menor a mayor densidad.
Asi, relativizando el contenido genémico con respecto a la fraccion F3
(la de menor contenido), y asumiendo que los virus de esta fraccion
incorporarian una copia de cada uno de los segmentos (un equivalente
genomico), el namero de equivalentes gendmicos para las demas
fracciones analizadas seria 1,5, 2 y 3, de F4 a F6, respectivamente; asi,
los viriones F4 tendrian dos copias del segmento A y una tnica del B,
mientras que las particulas F5 tendrian dos copias de ambos segmentos,
y las F6 tres. Estos resultados demostraron que la poliploidia también
esta presente en el género Aquabirnavirus, pudiendo encapsidar hasta
tres copias de su propio genoma.

En el estudio previo de Luque y col. (2009), se demostrd que los
viriones de IBDV pueden empaquetar hasta 4 copias de dsRNA, lo que
corresponde con 2 equivalentes gendmicos, y que todas las fracciones
incorporan una cantidad equimolar de cada uno de los segmentos. En el
caso de esos autores, la fraccion tomada como referencia fue F2, ya que
esta estaba formada por particulas virales completas; en cambio, en
nuestro estudio la composicion de esta fraccion (formada
principalmente por SVPs) hizo que tuviésemos que descartarla del
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analisis y que la fraccion de referencia fuese F3. Atn asumiendo que la
fraccion F2 tuviese una minima cantidad de particulas T=13, tomando
esta como referencia y asumiendo que las fracciones F3-F6
incorporaran un numero creciente de equivalentes genomicos, los
resultados observados diferirian de los observados en IBDV. No
obstante, lo realmente trascendental es la demostracion de que la
poliploidia es un fenémeno que también esta presente en IPNV.

La poliploidia puede conllevar un problema en la encapsidacion del
genoma durante la morfogénesis, ya que cabe esperar que el aumento
del contenido gendémico implique un incremento en el tamafio de la
particula. Este es un fenomeno muy conocido en células eucariotas,
donde se ha observado que un incremento de 2X en el contenido
genodmico implica un aumento de 1,6 veces del tamafio nuclear (Comai,
2005). Este hecho no representa un problema en virus con
nucleocapsides helicoidales, ya que estas son mas permisivas a las
variaciones en la cantidad del genoma. Los filovirus constituyen un
ejemplo claro de este hecho, ya que la particula modifica su longitud,
manteniendo su didmetro constante, permitiendo encapsidar hasta 22
copias gendmicas (Beniac y col., 2012); sin embargo, este hecho no
siempre esta relacionado con el incremento de la virulencia, ya que se
ha visto que en ocasiones los niveles mas altos de virulencia estan
asociados a los filamentos mas cortos (Kiley y col., 1982).

Tal incremento del volumen de la cépside tiene mas limitaciones
en virus icosaédricos, ya que contienen un volumen de carga bien
definido. De hecho, en el caso de IBDV, que puede encapsidar hasta 4
copias de dsRNA, las particulas virales mantienen un diametro
constante (Luque y col., 2009); este hecho es posible gracias a que el
volumen de la particula es muy superior al necesario para empaquetar
una Unica copia del genoma, lo que, a su vez, permite la movilizacion
del dsRNA durante la replicacion (Caston y col., 1997).

En nuestro estudio, los viriones de IPNV fueron capaces de
encapsidar hasta 3 copias del genoma; sin embargo, a diferencia de
IBDV, las particulas de IPNV incrementan su tamafio al incorporar mas
de un equivalente. En la bibliografia se han descrito tamafios variables,
de 55 a 74 nm, para la capside de IPNV, siendo su tamafio mas frecuente
60 nm (Lightner y Post, 1969; Moss y Gravell, 1969; Kelly y Loh, 1972;
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Chang y col., 1978). Sin embargo, nuestros resultados demuestran que
las particulas de birnavirus acudticos oscilan entre 60 y 85 nm
(observandose incluso particulas de mas de 90 nm en F5). Las particulas
de 60-65 nm se observan, en porcentajes variables, en la mayoria de las
fracciones, observandose incluso, en algunas ocasiones, particulas de
inferior tamafio (55 nm), aunque solo en las fracciones F3 y F4.
Los tamafios mas frecuentes son 70 nm en F3, y en torno a 75 nm
en las demas fracciones. Ademas, se observa un numero
creciente de particulas de en torno a 80 nm de F3 a F6 y
algunas particulas de alrededor de 90 nm en F5. Considerado la
media de los tamafios mds frecuentes entre las particulas de cada
fraccion, los volumenes de las particulas serian 2,720, 2,783, 2,787 y
2,785 nm?, respectivamente. Por lo tanto, aunque es evidente que
existe una necesidad real del incremento del volumen de la
capside para introducir mas segmentos gendmicos, no parece existir
una relacion directa entre el incremento de equivalentes genémicos y
el tamafio de las particulas. Con los datos disponibles en Ila
actualidad, y debido al desconocimiento de la arquitectura de
las particulas purificadas, no podemos explicar la amplia
variedad de tamafios observados en las distintas purificaciones, e
incluso, dentro de cada fraccion de una misma purificacion, pero los
resultados obtenidos representan un hecho demostrado, puesto que
estan basados en multitud de mediciones en diferentes experimentos.
Los resultados de replicacién in vitro mostraron que todas
las fracciones eran funcionales y capaces de replicar en células
BF-2. Ademés, se ha observado que el incremento en el
nimero de equivalentes conlleva un incremento de la infectividad
de la particula, siendo las particulas con un mayor contenido
genomico las que alcanzan los mayores titulos, hecho que ya
habia sido demostrado en IBDV (Luque y col., 2009). Las
fracciones F1 y F2, pese a ser descartadas para el analisis
estequiométrico debido a su diferencia en la composicion 'y
contenido  proteico, mostraron cierta infectividad residual,
indicando que contienen particulas virales completas, aunque debe
ser en muy baja concentracion, ya que en los geles de estas
fracciones no se ha observado un patron de proteinas completo.
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Los ensayos de infectividad in vivo se realizaron con dos especies
de peces con las que ya habiamos trabajado previamente de modo
extenso; por ello, esperdbamos resultados predecibles. A este respecto,
sin embargo, las mortalidades observadas usando alevines de lenguado
fueron inferiores a las esperadas. En el caso de los ensayos llevados a
cabo con salmodn, se usaron juveniles en vez de alevines, con el animo
de reducir la virulencia esperada del virus, como se ha demostrado con
las bajas tasas de mortalidad y morbilidad observadas en los 20 dias
post-inoculacion. De hecho, solo se produjo mortalidad tras la segunda
infeccion con la fraccion correspondiente. A pesar de las bajas tasas de
mortalidad observadas en ambas especies, el virus se detectd y aislo en
cultivo celular a partir de todos los lotes. Basandonos en los resultados
del experimento en cultivo celular, esperabamos observar una clara
relacion entre la infectividad de cada fraccion y el numero de
equivalentes genomicos encapsidados por el virion in vivo.
Desafortunadamente, solo la fraccion F6 (con 3 equivalentes
gendmicos) mostrd una elevada virulencia en ambas especies; las otras
fracciones mostraron niveles intermedios de mortalidad acumulativa,
siendo especialmente bajos en F4 y F5. Basandonos en estos resultados,
no podemos sugerir una relacion clara entre el nimero de equivalentes
gendmicos y la virulencia, como cabria esperar tras los andlisis de
replicacion in vitro. A este respecto, deberian realizarse nuevos
experimentos de infectividad in vivo que aclarasen el efecto de este
fendmeno sobre la virulencia.

A pesar de que este analisis se tratdé de hacer también a partir de
tejido de trucha infectada con virus tipo IPNV, el proceso de
purificacion mostré6 un bajo rendimiento y no permitié recuperar
fracciones aptas para el analisis. La concentracion de virus recuperado
fue muy baja, ya que, como comprobamos, una gran parte del virus se
pierde en las distintas fases de la purificacion, y las particulas virales
observadas en microscopia electronica estaban muy deterioradas, por lo
que no pudieron realizarse los andlisis estequiométricos
correspondientes. Esto puede deberse a la complejidad del proceso y a
la dificultad para eliminar los lipidos de la muestra. Consideramos que
este es un apartado pendiende para futuros estudios, ya que el
conocimiento de la existencia in vivo (como confiamos que sea, al igual
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que en IBDV) puede ser de gran interés para la comprension de los
mecanismos de virulencia de este tipo de virus.

En conclusion, podemos decir que todas nuestras observaciones
demuestran que la poliploidia estd también presente en el género
Aquabirnavirus, pudiendo ser una caracteristica general en la familia
Birnaviridae, y que el hecho de empaquetar un nimero creciente de
segmentos gendmicos esta directamente relacionado con un incremento
del tamafno de la particula viral, asi como con el incremento de la
capacidad replicativa in vitro y probablemente con un incremento en la
virulencia, lo que debe ser ratificado en futuros estudios.
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DISCUSION

Segun el ultimo informe SOFIA sobre el estado mundial de la pesca y
la acuicultura emitido por la FAO (2018), la acuicultura sigue creciendo
a mayor ritmo que otros sectores importantes de la produccion de
alimentos. La contribucion de la acuicultura a la produccion mundial de
productos de la pesca de captura y la acuicultura en su conjunto, ha
venido aumentando de forma constante en los tltimos afios hasta llegar
a representar en 2018 cerca del 50% del total de produccion de pescado
a nivel mundial; el dato se eleva al 73,7% si hablamos de China, el
principal pais productor, que produce al afio mas toneladas de pescado
que todo el resto del mundo. Teniendo en cuenta el incremento de la
produccion acuicola en los tltimos 30 afios y la disminucion de la pesca
de captura, es probable que el crecimiento futuro del sector pesquero
derive principalmente de la acuicultura, garantizando esta el
abastecimiento de pescado para consumo humano. De hecho, la
produccion, habiéndose estancado en Europa y Oceania en los ultimos
afios, sigue una marcha ascendente en el resto de continentes, y en 2016
ya eran 37 paises los que tenian una mayor produccion de peces
cultivados que de capturas de la pesca.

El consumo de pescado se ha duplicado desde la década de 1960 y
es probable que la demanda siga creciendo. El Decenio de las Naciones
Unidas de Accion sobre la Nutricion 2016-2025, dirigido por la FAO y
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), pretende sensibilizar al
publico acerca de la funcion del pescado y garantizar su incorporacion
general en las politicas de seguridad alimentaria y nutricion. Con ello,
se espera una demanda aiin mayor de cara al futuro, lo que conlleva la
necesidad de una mejor gestion de los problemas que limitan el
desarrollo de la acuicultura, entre los que se encuentra la introduccion
y la propagacion de enfermedades de los animales acudticos, su
prediccion, tratamiento y prevencion.
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Los obstaculos en el tratamiento de las enfermedades en
acuicultura son, entre otros: las limitaciones en las técnicas de
diagnostico, la existencia de patdégenos cripticos y organismos que
pueden volverse patogenos cuando se los presenta a nuevos
hospedadores y nuevos entornos, limitaciones en opciones de control
para enfermedades de animales acuaticos, la aparicion de sindromes de
enfermedades multifactoriales e infecciones subclinicas frecuentes, el
estado no domesticado de la mayoria de las especies acuaticas
cultivadas y la escasez de informacion sobre la situacion sanitaria de los
animales acuaticos. Por ello, la clave de la gestion de la salud de los
animales acuaticos sigue siendo examinar exhaustivamente las
interacciones entre el receptor, el agente patogeno y el medio ambiente,
asi como entender el mecanismo molecular por el cual los
microorganismos son capaces de modular su virulencia entre distintos
hospedadores, y que a su vez, permitiran elaborar vacunas mas eficaces,
instrumentos de diagnostico mas rapidos y sensibles, y estrategias de
bioseguridad que utilicen poblaciones exentas de patogenos
especificos.

De entre las enfermedades infecciosas mdas relevantes en la
acuicultura, son las virales las que despiertan un mayor interés en la
actualidad. Al margen de las consideradas de declaracion obligatoria
[anemia infecciosa del salmén (ISAV), herpesvirus Koi, necrosis
hematopoyética infecciosa (IHN) y necrosis hematopoyética
epizodtica, septicemia hemorragica viral (VHS), enfermedad de la
cabeza amarilla (YHDV) y el sindrome de Taura (que afecta a
camarones)], se producen muchas otras infecciones causadas por virus
dificiles de controlar y erradicar; entre ellas, se encuentra el virus de la
necrosis pancreatica infecciosa (IPNV), que sigue produciendo grandes
pérdidas econdmicas en el sector debido a la elevada tasa de mortalidad
en alevines de salmoénidos.

Esta tesis se disefio con el fin de profundizar en el conocimiento
sobre la organizacion molecular de este tipo de virus y arrojar algo de
luz para el desarrollo de nuevos tratamientos y vacunas. El trabajo se
estructurd en tres etapas. En primer lugar, el estudio a partir de varios
aislados de epizootias y reservorios, de los determinantes de virulencia
en la secuencia gendmica descritos previamente por otros autores. A
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continuacion, el analisis del mecanismo de reassortment o
recombinacion intermolecular entre segmentos genomicos de cepas
coinfectantes, hecho descrito previamente en IPNV por nuestro grupo
(Romero-Brey y col., 2009), y andlisis de su efecto sobre la virulencia.
Por ultimo, la demostracion de la existencia de poliploidia en virus tipo
IPNV, propiedad demostrada recientemente por Luque y col. (2009) en
el virus IBDV (perteneciente a la misma familia) y su implicacion en la
virulencia.

En el primer capitulo se han analizado los distintos tipos de la
proteina VPS5 descritos en la literatura, asi como residuos especificos de
las regiones VP2-NS y VP1 relacionadas con la virulencia, en una
bateria de cepas que incluyen las cepas de referencia WB, Ab, Sp, N1,
tres aislados obtenidos de peces salvajes en el banco pesquero Flemish
Cap (19G4, 20G3 y 20G7), dos aislados de peces procedentes de
piscifactorias gallegas (1146 y 2290) y otros dos procedentes de
reservorios proximos a esas piscifactorias (24R y 88R). En cuanto a la
implicacion de VPS5 en los niveles de virulencia de IPNV, tanto in vitro
como in vivo, hay muchas discrepancias. Ciertos autores afirman que
VPS5 es dispensable para la replicacion, virulencia y persistencia del
virus (Weber y col., 2001; Santi y col., 2005b), pero méas recientemente,
Méndez y col. (2015) demostraron que era fundamental para la
dispersion del virus IBDV, quedando en duda si ocurriria lo mismo en
IPNV. En nuestro estudio se han observado tres tipos de VP5: la VP5
tipica de 148 aa, y dos formas truncadas de 133 y 15 aa. La mayoria de
las cepas incluidas en el analisis pueden expresar dos de ellas: las cepas
WB, 19G4 y 20G7 (serotipo WB) presentan las formas de 148 y 15 aa;
las cepas Sp, 1146 (serotipo Sp), Ab, 20G3, 2290 y 24R (serotipo Ab)
presentan las VPS5 de 148 y 133 aa, y solo las cepas N1 y 88R (serotipo
Sp) presentan una tnica forma de VP5 de 148 aa. A pesar de esto, no
se observo ninguna relacion directa entre la expresion de una forma
determinada de VPS5 y la capacidad de adsorcion o de replicacion del
virus, ya que en los resultados de replicacion diferencial se observaron
niveles de adsorcion altos y bajos para cada patrén de VPS5, siendo los
niveles de replicacion similares en todas las cepas. Por otro lado,
tampoco encontramos evidencias de relacion entre los tipos de ORF
observados en cada cepa y su origen.
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Si hablamos de los residuos de la region VP2-NS implicados en
virulencia, nos encontramos la misma situacion de controversia en la
literatura. A pesar de que se ha determinado que los principales residuos
aminoacidicos del segmento A relacionados con la virulencia son los de
las posiciones 217, 221, 247 (Bruslind y Reno, 2000; Santi y col., 2004;
Shivappa y col., 2004) y que la presencia de Thr en posiciones 217 y
247 esta asociado con un alto nivel de virulencia, mientras que en 221
se relaciona con cepas avirulentas, otros autores han observado que no
siempre se cumplen (Salgado-Miranda y col., 2014; Ruane y col,,
2014). Nuestros resultados parecen no seguir tampoco las pautas de
virulencia propuestas para estos tres residuos, ya que, a pesar de que
poseen Thr en la posicion 221, y no presentan Thr en la posicion 217,
lo que podria relacionarse con una baja virulencia, todas ellas, con
excepcion de Ab, muestran altos niveles de adsorcion y replicacion en
la linea celular BF-2. Otra observacion importante podria ser que la
presencia de una Pro en posicion 217 implica una mayor eficiencia en
la adsorcion a la célula, ya que las cepas con este aminoacido en 217
mostraron los porcentajes de adsorcion mas altos, por encima del 90%.
Sin embargo, no hemos encontrado ninguna relacion entre la variacion
de secuencia en estas posiciones y su capacidad replicativa.

Hemos analizado también otras dos posiciones, 496 y 500,
descritas por Santi y col. (2004) como potencialmente implicadas en
virulencia. Con respecto a estas posiciones, la tnica observacion
resaltable seria que la combinacidon observada en el aislado 20G3,
Argaoe Leusoo, podria relacionarse con una replicacion més lenta, ya que
esta cepa tarda 3 dias en iniciar el desarrollo de ECP, siendo éste,
ademas, de evolucidon mas lenta (8 dias para completar el ECP).

En VP2 hemos observado, ademas, ciertas diferencias de las cepas
aisladas del Flemish Cap con respecto a sus cepas de referencia
correspondientes: un cambio de Gly (G) a Ala (A) en posicion 217 de
la cepa WB respecto a 19G4 y 20G7, y un cambio de A4 Ysoo de la
cepa Ab a Rags Lsoo en la cepa 20G3, que podrian justificar las
diferencias en los valores de adsorcion y cinética de replicacion en estas
cepas (sobre todo, para justificar la replicacion lenta observada en
20G3).

120



Aparte de las posiciones descritas por otros autores, hemos
encontrado otras posiciones altamente variables 243, 249, 250 y 473,
que tampoco parecen estar relacionadas con la virulencia de las cepas
ensayadas, ya que no justifican las diferencias de adsorcion y
replicacién observadas, aunque podrian estar relacionadas con el
serotipo de la cepa.

En cuanto a la influencia de la polimerasa viral en la eficiencia de
replicacion y la virulencia, ya demostrada en IBDV (Liu y Vakharia,
2004; Boot y col., 2005; Wei y col., 2006), nos hemos encontrado con
una escasa biliografia que la demuestre en IPNV. Solo Shivappa y col.
(2004) asociaron ciertos residuos de VP1 con la virulencia (125, 154,
187, 240 y 690), estando este hecho atin sin demostrar. Nuestro grupo
ya ha sugerido en el pasado la implicacion del segmento B en la
virulencia, tras varias infecciones experimentales con cepas
recombinantes y parentales aisladas en el banco pesquero Flemish Cap,
en las que se observaron patrones de virulencia que podrian relacionarse
con la secuencia del segmento B (Lago y col., 2010); pero, hasta el
momento, no se habian analizado los residuos relacionados con la
virulencia en estas cepas. Analizando dichos residuos, solo se
observaron diferencias en los aa del residuo 690, donde la presencia de
Glu/Ala (no en todos los casos) podria conllevar una disminucion de la
capacidad de adsorcion de las particulas y cierta desventaja replicativa,
observandose en este caso, inferiores titulos al inicio del ECP y en el
momento de lisis total del tapiz celular. Hemos observado, también en
esta region, una serie de residuos altamente variables en estas cepas, en
posiciones 85, 176 y 658 que, al igual que los residuos variables
observados en la region VP2-NS, parecen estar relacionados con la
determinacion del serotipo-genotipo de la cepa.

La escasez de resultados concluyentes sobre la implicacion de estos
residuos en la virulencia de birnavirus acuaticos nos ha impulsado a
estudiar otros factores ya conocidos, como es el caso del reassortment
y su posible repercusion en la virulencia, ya que cada vez parece estar
mas claro que la regulacion de la virulencia de este virus es el resultado
de la conjuncion de distintos factores. En cuanto a la presencia de este
fenomeno en IPNV, ya habia sido demostrada por nuestro grupo en el
ano 2009 (Romero-Brey y col., 2009) siendo atn desconocidos, antes
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del presente estudio, los mecanismos que dirigen dicho proceso en este
tipo de virus y su implicacion en la virulencia; temas que hemos
abordado en el segundo capitulo de esta tesis.

Este fenomeno es ampliamente conocido en distintas familias
virales (Yamaguchi y col., 1997; Hon y col., 2006; Wei y col., 2006;
2008; Toffolo y col., 2007; Olveira y col., 2009; Greenbaum y col.,
2012; Plarre y col., 2012; Kasanga y col., 2013; Pérez-Losada y col.,
2014), donde se ha observado que permite la adaptacion a nuevos
hospedadores y la modulacion de la virulencia. Nuestro estudio es el
primero realizado en virus tipo IPNV, y el objetivo no es unicamente
determinar la dindmica del proceso sino también analizar su
repercusion, in vitro € in vivo, sobre la infectividad y virulencia de las
cepas. Nuestros resultados in vitro, demuestran que el reassortment es
un fendémeno que se produce en porcentajes variables, de 10 a 28%, que
parecen depender del hospedador. También se observa una gran
diferencia en el nivel de reasorcion (reassortment) asociado al numero
de pases que ha sufrido la linea celular empleada, siendo casi
inexistente en el clon de BF2 envejecido. Si hablamos del método de
secuenciacion, es el sistema Illumina el que proporciona mejores
resultados, por ser mas sensible y permitir identificar tipos virales
minoritarios en la progenie, que pasarian desapercibidos con el método
tradicional de clonacién-secuenciacion Sanger.

Los andlisis estadisticos llevados a cabo con los porcentajes de
distribucion de los distintos tipos virales en la progenie arrojan algo de
luz sobre cémo se produce este tipo de recombinacion en birnavirus
acuaticos, pero no podemos demostrar cual es el mecanismo que dirige
la recombinacion de los segmentos gendmicos en este tipo de virus.
Estos porcentajes permiten concluir que el reassortment es un proceso
no-aleatorio, ya que determinados tipos virales aparecen con mayor
representacion en la progenie viral e incluso en ocasiones algin tipo se
ve desplazado en la progenie. Si esto se debe a que unos segmentos se
producen en mayor cantidad durante la replicacion o a la posible
interaccion entre distintos tipos de segmentos para dirigir la
encapsidacion, no queda del todo claro en este estudio. Los analisis
estadisticos llevados a cabo a este respecto (Lubeck y col., 1979),
demuestran que en algunos casos si se observa cierta asociacion entre
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segmentos homologos, lo que podria justificar este fendémeno no-
aleatorio; sin embargo, en dos de los experimentos (C y D), el
empaquetamiento de segmentos parece realizarse al azar, por lo que esa
no parece ser la tnica justificacion.

Para poder explicar este hecho, hemos recurrido una vez mas a la
bibliografia y nos hemos planteado 3 hipotesis diferentes. En primer
lugar, valoramos la posibilidad de que esta regulacion se lleve a cabo
durante la fase de transcripcion del RNA, de tal modo que durante la
fase de sintesis, la eficiencia de replicacion de los genomas de los
distintos tipos virales sea diferente. Esto podria deberse al complejo de
ribonucleoproteina (RNP) o a la propia polimerasa del mismo (Wong y
col.,2011). Pero, si esto ocurriese, la distribucion de la progenie deberia
ser independiente del tipo celular utilizado en el proceso de coinfeccion;
sin embargo, en nuestros experimentos si que aparecen diferencias
significativas entre los dos tipos celulares ensayados. Ademads, cabria
esperar que estos tipos virales aparecieran en porcentajes mas elevados
en la progenie, por lo que la eficiencia de la replicacion, por si sola, no
nos permite explicar los resultados observados en nuestros
experimentos de coinfeccion. La segunda de las hipdtesis seria la
posibilidad de que el nivel de traduccidon proteica difiriera entre las
distintas cepas, lo que podria justificarse con una diferente afinidad al
ribosoma, como ya se demostrd en otros virus (Tacken y col., 2004). En
nuestro caso, esta diferencia de afinidad podria deberse a la interaccion
del RNA con las proteinas virales VP1 y VP3, aunque esta hipotesis no
nos permite justificar la ausencia de algun tipo viral en la progenie, ya
que todos se mostraron replicativos a elevados titulos en las lineas
celulares ensayadas. La tltima de las hipdtesis se basa en la posibilidad
de que la asociacion de segmentos y la formacion de RNP produzca una
inhibicion cruzada entre distintas RNPs de la progenie, lo que si
explicaria que unos tipos de recombinantes sean mas frecuentes que
otros, y explicaria también la ausencia de algunos de ellos en la
progenie (Nibert y col., 1996; Nomikou y col., 2015). Este hecho quedé
reflejado en las coinfecciones con la cepa canadiense C1, mas
relacionada con el tipo americano WB, que con los europeos Ab y Sp,
ya que la cepa Cl desplaza los tipos europeos en la progenie,
apareciendo estos en frecuencias muy bajas, mientras que en la
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coinfecciéon C1:WB los resultados parecen ser opuestos, ya que el tipo
mas frecuente en la progenie es el recombinante entre ambas cepas
C1/WB, demostrandose asi que el mecanismo de recombinacion se veia
favorecido entre virus filogenéticamente mas proximos.

Nuestras observaciones podrian indicar que la interaccion entre
proteinas heterologas de IPNV (VP1 tipo 1 y VP3 tipo 2) puede inhibir
la captura o/y replicacion de un tipo viral, lo que justificaria un proceso
de recombinacion intermolecular no-aleatoria; pero, a dia de hoy este
mecanismo de interaccion atn no ha sido descrito en birnavirus, lo cual
lo convierte en una hipdtesis interesante, aunque no demostrada hasta
el momento.

Tras el descubrimiento del reassortment en birnavirus acudticos
(Romero-Brey y col., 2009), nuestro estudio ha permitido entender en
cierta medida, como se produce este fenomeno in vitro, no pudiendo
definir del todo los mecanismos que lo regulan. En cuanto a su
implicacion en la infectividad y virulencia, tampoco hemos obtenido
resultados determinantes. Las cepas recombinantes, tanto salvajes
como obtenidas por clonacion en el laboratorio, mostraron niveles
intermedios de virulencia en ambas especies estudiadas (salmén y
lenguado), alcanzandose los mayores niveles de mortalidad
acumulativa en las cepas de origen salvaje, siendo también estas las que
causaron claros signos de la infeccion en los peces. Ademas, todos los
recombinantes resultaron estar formados por un segmento A de una
cepa de baja virulencia y un segmento B de una cepa de alta virulencia,
lo que, teniendo en cuenta que estas cepas fueron aisladas de peces
asintomaticos, parece indicar que la regulacion de la virulencia en estas
cepas ha podido suponer un mecanismo de persistencia en el huésped.

Son precisamente los resultados in vivo los que nos hacen pensar
que, al igual que lo que ocurria con los determinantes de la secuencia
genomica en las regiones VP2-NS y VP1, el reassortment, por si solo,
no permite explicar la regulacion de la virulencia en birnavirus
acuaticos. Esto sefiala directamente a que deben entrar en juego otros
factores.

Es por ello que, en el tercer capitulo de la tesis hemos abordado el
estudio de la poliploidia en birnavirus acudaticos, fendmeno ya
demostrado en otro miembro de la misma familia, IBDV (Luque y col.,

124



2009), y que creiamos que podia estar también presente en IPNV y
representa un componente mas en el mecanismo regulador de la
virulencia de este tipo de virus.

Son pocos los virus que presentan esta cualidad de poliploidia; las
pocas familias virales que la poseen, Filoviridae, Paramyxoviridae,
Ortomyxoviridae poseen capsides helicoidales o pleomorficas, que
permiten albergar mayores volimenes y, por lo tanto, multiples copias
de su genoma. Con el estudio de Luque y col. (2009) se demostro la
existencia de este fendmeno también en virus icosaédricos. En dicho
estudio, se encontraron 6 poblaciones de IBDV mediante purificacion
en gradientes de cloruro de cesio de viriones procedentes de cultivos
celulares infectados, o de la bursa de Fabricio de pajaros infectados.
Dichas poblaciones tenian la misma composicion proteica, pero se
diferenciaban en la densidad y el coeficiente de sedimentacion,
diferencias que demostraron estar relacionadas con el nimero de copias
de dsRNA empaquetadas. En este caso, tomando la fracciéon F2 como
referencia, por ser la primera formada por particulas virales completas,
observaron que IBDV es capaz de incorporar hasta 4 copias de dsRNA,
lo que corresponde con 2 equivalentes gendmicos, y que todas las
fracciones incorporan una cantidad equimolar de cada uno de los
segmentos.

En nuestro andlisis demostramos que la poliploidia esta también
presente en el género Aquabirnavirus (al menos ex vivo), pudiendo ser
una caracteristica de la familia Birnaviridae. Las multiples
purificaciones en gradientes de CsCl llevadas a cabo con las cepas de
referencia Ab y WB, asi como la cepa 5B1k (aislada de bacalao salvaje
en el banco pesquero Flemish Cap), con la que se aplico un mayor
numero de repeticiones, nos han llevado a la visualizacion de un
numero variable de bandas, de 3 a 6, en funcién de la concentracion
original de virus, obteniéndose en la mayoria de los casos 6 poblaciones
que denominamos fracciones F1-F6. A pesar de observar el mismo
patron de bandeado que en IBDV, son muchas las diferencias
detectadas en IPNV en los distintos analisis. En primer lugar, en el caso
de nuestras cepas, los andlisis de microscopia electronica y de
composicion proteica revelaron que las fracciones F1 y F2 estaban
formadas principalmente por SVPs, acompafiadas de capsides vacias y,
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en menor concentracion, viriones completos (observados en mayor
cantidad en F2). La primera fraccion compuesta Unicamente por
particulas virales completas fue F3, por lo que fueron las fracciones F3-
F6 con las que se llevd a cabo el correspondiente analisis de la
composicion gendmica (igualando la cantidad proteica de las fracciones
con respecto a F3).

Los resultados del analisis del contenido gendémico de las
fraccciones F3 a F6, igualadas en cuanto a su contenido proteico,
demuestran que el numero de segmentos gendémicos encapsidados
aumenta de las fracciones de menor a mayor densidad. EI nimero de
equivalentes gendmicos para las fracciones analizadas seria de 1 en F3,
1,5 en F4, 2 en F5 y 3 en F6, demostrando asi que IPNV puede
encapsidar hasta tres copias de su contenido gendmico. Otra diferencia
es que, en este caso, el incremento de los segmentos gendmicos no se
hace de manera equimolar, como ocurria en IBDV.

Pero, quiza, una de las observaciones mas relevantes, y otra de las
principales diferencias con respecto a los resultados obtenidos en
IBDV, fue que en nuestras repeticiones hemos encontrado un amplio
rango de tamaio de particulas para las distintas fracciones purificadas,
lo que parece demostrar que en el caso de virus tipo IPNV, el aumento
del contenido gendémico implica un incremento en el tamafio de la
particula viral. Este es un hecho no observado hasta el momento en otras
familias virales, ya que otros virus poliploides como filovirus,
ortomyxovirus y paramyxovirus poseen capsides helicoidales o
pleomorficas que son mas permisivas en el incremento de la cantidad
del genoma. En el caso de IBDV, las particulas virales encapsidan hasta
dos copias del genoma, manteniendo su didmetro constante, gracias a
que el volumen de la particula es mucho mayor al necesario para
empaquetar una unica copia del genoma, lo que a su vez permite la
movilizacion del dsRNA durante la replicacion (Caston y col., 1997).
Pero, en nuestro caso, los viriones de IPNV incrementan su tamaifio al
incorporar mas de un equivalente. Las particulas de las fracciones
purificadas en nuestros experimentos oscilan entre 55 y 85 nm
(observandose incluso particulas de mas de 90 nm en F5), siendo los
tamafios mas frecuentes 70 nm en F3 y en torno a 75 nm en las demaés
fracciones, y observandose un numero creciente de particulas de
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alrededor de 80 nm de F3 a F6. Por lo tanto, parece existir una relacion
directa entre el incremento de equivalentes genémicos y el tamafio de
las particulas, indicando la necesidad de un incremento del volumen de
la capside, que en este caso pasaria a ser, de F3 a F6: 2,720, 2,783,2,787
y 2,785 nm?, respectivamente. La amplia variedad de tamafios
observados en las distintas purificaciones, incluso dentro de cada
fraccion, nos ha permitido demostrar el cambio de tamaio de particula
con el incremento del contenido genomico, sin embargo, muy a nuestro
pesar, el desconocimiento de la arquitectura de estas particulas
purificadas hace que no podamos explicar estas observaciones.

Para determinar el efecto de la poliploidia sobre la virulencia,
hemos llevado a cabo experimentos ex vivo € in vivo con las distintas
fracciones purificadas. Trabajando con cultivos celulares (BF-2),
hemos observado que todas las fracciones son funcionales y capaces de
replicar, incluso las fracciones F1 y F2, lo que indica que ambas poseen
viriones completos. Ademas, hemos observado que el incremento en el
nimero de equivalentes conlleva un incremento de la infectividad de la
particula, siendo las particulas con un mayor contenido gendémico las
que alcanzan los mayores titulos, al igual que ocurria en IBDV. En los
ensayos con peces, llevados a cabo en salmon y lenguado, las
mortalidades fueron inferiores a las esperadas: solo la fraccion F6 (con
3 equivalentes) muestra una elevada virulencia en ambas especies; las
otras fracciones mostraron niveles de mortalidad intermedios, siendo
especialmente bajos en F4 y F5. Basandonos en estos resultados, no
podemos sugerir una relacion clara entre el nimero de equivalentes
gendmicos y la virulencia, como cabria esperar tras los andlisis de
replicacion ex vivo, lo que sugiere la necesidad de mas experimentacion
en esta linea de trabajo.
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1.

CONCLUSIONES

La virulencia de las cepas de birnavirus acuaticos estudiadas no
parece estar determinada por los residuos aminoacidicos
presentes en las proteinas virales, relacionados hasta ahora con
la virulencia; o, al menos, este no parece ser el unico
mecanismo que interviene en su regulacion.

El reassortment en birnavirus acuaticos si parece estar
implicado en la regulacion de virulencia, suponiendo un
mecanismo de adaptacion al hospedador, y favoreciendo la
persistencia del virus. La frecuencia de este fenomeno ex vivo
oscila entre un 10 y un 30%, y varia en funcion del tipo celular
y el nimero de pases del clon celular.

Los andlisis estadisticos revelan que el proceso de
encapsidacion de los segmentos durante la replicacion viral no
es un proceso al azar sino dirigido, y parece depender del tipo
celular. Sin embargo, tras haber demostrado que la asociacion
de segmentos si es un proceso aleatorio, y habiendo estudiado
tres posibles escenarios que justifiquen un proceso de
recombinacion dirigido, queda pendiente demostrar como se
produce esta regulacion.

Queda demostrada la presencia de poliploidia en birnavirus
acuaticos, observandose en estos virus poblaciones capaces de
incorporar un niumero creciente de segmentos genémicos, hasta
encapsidar 3 equivalentes genomicos completos. Este
fendémeno supone ademas un cambio morfolégico en la
particula viral, observandose poblaciones de entre 60 a 90 nm,
aunque no tenemos datos para explicar como se produce este
aumento de volumen de la particula.
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5. Lapoliploidia podria estar relacionada con la virulencia de este
tipo de virus, al menos ex vivo, siendo las fracciones con un
mayor numero de equivalentes gendomicos las que alcanzan
mayores niveles de efectividad.
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One of the main research issues regarding infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) is its
virulence mechanisms. The basis for understanding the molecular virulence determinants of this
virus was established over the last decade when it was demonstrated that certain amino acid
domains in the VP2 and VP2-NS inter-region determined the level of virulence of IPNV.
However, certain variability was still inexplicable and therefore other factors may also be involved.
To this end, it was demonstrated recently that infectious bursal disease virus (IBDV), a virus in a
different genus of the same family as IPNV, can package more than two dsRNA segments, and

that polyploidy may be associated with virulence. In the present report, we analysed the viral
fractions obtained after gradient centrifugation to demonstrate that IPNV virions can also
package more than two segments, thus indicating that polyploidy is a common birnavirus trait.
The differential replication ex vivo and virulence in vivo additionally suggested that such a

characteristic is involved in the modulation of virus infectivity. However, although the ex vivo
results clearly demonstrated that the replication capacity was enhanced as the viral ploidy
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increased, the in vivo results could not strongly support a direct relationship between ploidy and
virulence to the host, thus suggesting that other virulence determinants are also involved.

INTRODUCTION

Aquatic birnaviruses, including infectious pancreatic
necrosis virus (IPNV), have been detected and isolated
from both asymptomatic and acutely diseased specimens
belonging to an extensive range of aquatic animals
worldwide. IPNV belongs to the genus Aquabirnavirus
and Infectious pancreatic necrosis virus is the prototype
species of the family Birnaviridae. IPNV particles are
non-enveloped icosahedrons (T=13 levo symmetry) of
~70nm in diameter enclosing a bisegmented dsRNA
genome (Lightner & Post, 1969; Cohen et al, 1973;
Dobos, 1977). Segment A, which comprises nt 2962-3097
depending on the virus strain, contains two partially over-
lapping ORFs. The smaller one, located at the 5’ end,
encodes VP5, a non-structural polypeptide (Duncan
et al., 1987; Magyar & Dobos, 1994; Dobos, 1995a). VP5
is not essential for virus replication and, although it
seems to be associated with virulence, its specific function
remains to be characterized (Santi et al, 2005). The
larger ORF encodes a polyprotein that, through co-transla-
tional proteolytic processing, yields pVP2 (the precursor of
the VP2 capsid polypeptide), VP3 and VP4 polypeptides.
VP2, the capsid protein, is related to virulence (Heppell
et al., 1995; Blake et al., 2001; Santi et al., 2004). VP3 is a
modular, self-oligomerizing protein that interacts with

dsRNA and VPI, thus suggesting its involvement in RNA
replication and genome packaging. VP3 also acts as a scaf-
folding protein, contributing to the correct assembly of the
pVP2 capsomers (Pedersen et al., 2007). VP4 is the auto-
catalytic protease responsible for polyprotein cleavage.
Segment B (~2900 bp) contains one ORF encoding VP1,
the viral RNA-dependent RNA polymerase (Duncan
et al., 1991; Dobos, 1995b).

Aquabirnaviruses were initially grouped into 10 serotypes
(Hill & Way, 1995), with a certain relationship to the
geographical origin. The genotyping of these viruses by
Blake et al. (2001) also demonstrated some correlation
between serotyping and the geographical origin of the
strains. However, attempts to correlate the strain type
with the level of virulence were fruitless; only with two
strains, West Buxton (WB; serotype Al, genotype 1) and
Abild (Ab; serotype A3, genotype 3), has a marked related-
ness to high and low virulence, respectively, been pre-
sumed, at least for salmonid fish (Vestergard Jorgensen
& Grauballe, 1971). However, in challenge studies per-
formed by our group with different variants of WB and
Ab strains, a certain variability in virulence levels was
observed that could not be explained by either the type
or the origin of the strain (Lago et al., 2010). Santi et al.
(2004), studying the variable virulence of the Sp strain
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(serotype A2, genotype 5) demonstrated that these changes
could be due to sequence variations in specific regions of
the VP2 capsid protein. Other authors (Lago et al., 2010,
2013) suggested that segment reassortment could also
contribute to the modulation of the virulence in these
types of viruses.

Recently, data gathered on infectious bursal disease virus
(IBDV), the only known member of the genus Avibirna-
virus, have suggested the existence of an as-yet-unexplored
biological feature that might significantly affect birnavirus
virulence. Work by Luque et al. (2009) demonstrated that
most IBDV infectious particles harbour more than a
single genomic equivalent, and suggested that polyploidy
could influence virus virulence. In the present study, we
have shown that IPNV virions are also polyploid, thus
indicating that polyploidy is a common birnavirus trait.
Additionally, we assessed the impact of IPNV polyploidy
on virus replication ex vivo and on virulence in vivo.

RESULTS

Although the results were similar regardless of the strain
assayed, the data provided here are those from the 5Blg
strain, given that more replicates were performed in all assays.

Composition of CsCl gradient viral
subpopulations

As shown in Fig. 1, CsCl gradient purification of the IPNV
tested strains yielded two to six virus bands. The bands

occurred at densities of 1.280%0.021, 1.300%0.044,
1.306+0.004, 1.310+0.05, 1.314+0.006 and 1.323+
0.007 g ml~" (from top to bottom). Following the notation
used by Luque et al. (2009), fractions were named F1
(gradient top) to F6 (bottom). The relative abundance
of the different virus fractions was roughly consistent in
all experiments. F1 and F2 were consistently under-
represented, while F6 always encompassed more than
50 % of the total purified virus. Occasionally, in some
batches, the abundance of F1 was higher than all other
bands except for F6 (Fig. 1c). It is worth noting that the
number of bands visualized was highly dependent on the
quantity of virus produced for purification.

Electron microscopy analysis of the different gradient frac-
tions revealed the presence of three main particle species,
namely T=1 subviral particles (SVPs) (25 nm in diameter),
T=7 particles (~55 nm in diameter) and T=13 (with sizes
ranging from 65 to 90 nm), similar to those described
previously for IBDV.

The composition of the first two fractions was conspicu-
ously different from the rest (Fig. 2). F1 and F2 comprised
mixed populations formed by a high proportion of T=1
along with a low proportion of T=7 particles, as well as
some empty, broken and apparently intact T=13 particles.
Fractions F3-F6 exclusively contained complete T=13 par-
ticles with diameters ranging from 65 to 90 nm (as shown
in Fig. 3, and described below). The high structural
heterogeneity of F1 and F2, when compared with the
F3-F6 subpopulations, prevented their use in subsequent
stoichiometry analyses.

Fig. 1. Viral fractions (of strain 5B1g) visualized after ultracentrifugation through a CsCl gradient. A maximum of six fractions
was observed and these were named F1-F6 from the lowest to the highest density. The densities of the bands were
(mean+sb) 1.280+0.021, 1.300+0.044, 1.306+0.004, 1.310+0.05, 1.314+0.006 and 1.323+0.007 g mli~, respect-
ively. Panels (a)—(e) show the different number of bands (fractions) visualized among all the purifications performed, which
was regardless of the strain but dependent on the quantity of virus purified.
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Fig. 2. Electron microscopy of populations from fractions F1 (a) and F2 (b) (strain 5B1¢) negatively stained with 2 % uranyl
acetate. These populations were mainly made up of SVPs and empty and broken particles; complete particles were observed

in a lower proportion in both fractions. Bars, 100 nm.

Protein analysis

SDS-PAGE revealed that fractions F3—F6 had a similar pro-
tein composition (Fig. 4) of VP1 (94 kDa), VP2 (54 kDa),
VP3 (31 kDa) and VP4 (24 kDa), although VP4 was only
detected by Coomasie blue staining and not by Western
blotting. VP1 was not detected in F1 and only faintly visu-
alized after Western blotting in F2. VP3 was only faintly
visualized in F1 after Western blotting, and VP4 was not
detectable in F1 and F2. It was remarkable that the quantity
of VP2 in F1 was at least as high as in F6, considering the
extremely low proportion of virions in the first fraction.
We must point out that, although the results shown here
were for strain 5Blg, the same pattern was observed
when the Ab and WB strains were assayed.

Genomic analysis

Electrophoresis of the dsRNA from the six virus fractions
was performed using fraction samples containing identical
protein concentrations. Due to both the low abundance of
fractions F1 and F2 and the observed structural heterogen-
eity detected in F1 and F2, F3 was used as the reference to
equalize fractions F3-F6, in terms of protein concentration.

As shown in Fig. 5, the silver-stained gels revealed a
proportionally increasing amount of viral RNA from F3
to F6. We assumed that, similarly to what has been
shown for IBDV (Luque et al,, 2009), F3 viral particles con-
tained two genome segments. We used MultiGauge v.3.0
and Image] software to normalize the intensity of both
dsRNA bands in the four fractions. The results gathered
from the analysis of data corresponding to 15 independent
purification batches indicated that the relative amounts of
viral RNA in fractions F4, F5 and F6 were 1.58 £0.13-,
2.184+0.13- and 3.04+0.33-fold (mean=sp) higher than

that of F3, respectively. Analysis of these data indicated that
F4 virions contained three dsRNA segments, while F5 and
F6 harboured four (two genome equivalents) and six (three
genome equivalents) segments, respectively. Interestingly,
the relative intensities of the upper band with respect to
the lower one in fractions F3-F6 were 1.1, 2.3, 1.2 and
1.2, respectively, which indicated that the majority of vir-
ions present in fraction F4 contained two copies of segment
A and one of segment B. All these observations were simi-
lar, regardless of the IPNV strain assayed.

Particle size

Evaluation of the particle size found in each fraction, per-
formed on over 30 virus purification batches, revealed that,
although fractions F3—-F6 were mostly made up of T=13
particles, there were significant size variations, both inter-
and intra-fraction (Fig. 3). In F3, a few small particles of
~55nm (most likely corresponding to T=7 particles)
were visualized, and some of ~80 nm. Most of the par-
ticles in this fraction (~85 %) were in the 65-75 nm
range, although the most frequently visualized size had a
mean value of 70.66+1.68 nm. Particles measuring
~ 55 nm were also observed, although in a low proportion
(0.9 %), in fraction F4, in which a few 80 nm particles
were also present. The diameter of most virions in this
fraction was ~75nm (75.67+0.90), as in fractions F5
(75.99£1.43) and F6 (75.86%0.93). Particles of 55 nm
were not detected in F5 and F6, where the smallest particles
had diameters of ~ 65 nm. The largest visualized particles
in F6 were ~80nm, a particle size also present in F5.
The largest particles (~90 nm) were occasionally detected
only in fraction F5. It is worth highlighting that, in contrast
to smaller particles, the contour of these large particles has
a globose, less icosahedral appearance than their smaller
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Fig. 3. Electron microscopy of populations of fractions F3—-F6 (strain 5B1g) negatively stained with 2 % uranyl acetate.
Roman numerals show the approximate sizes of some of the particles as a reference: I, ~55 nm; Il, ~65 nm; Ill, 65—-70 nm;
IV, ~70 nm; V, 70-75 nm; VI, ~75 nm; VI, 75-80 nm; VIIl, ~80 nm; IX, ~90 nm. Five different pictures from each fraction

(a—e) are shown.

counterparts (Fig. 3e). Similar particle size distributions
were found in all tested IPNV strains.

Differential replication ex vivo

For this assay, fractions F3-F6 were used directly (no cell-
culture propagation was applied before the ex vivo assay).
The virus from all four fractions under study (F3-F6)
induced the characteristic IPNV cytopathic effect in BF-2
monolayers, with those with a higher number of genome
equivalents yielding higher titres: particles from F3 yielded
6.3 X 10" TCIDso ml ™! (7.8 £ 0.51, when represented as log
of TCIDs, ml™' +sD from five replicas); F4 particles pro-
vided titres of ~8.9 x 10® TCIDs, ml~' (8.95+0.37); F5
particles produced 3.2 X 10° TCIDs, ml~1(9.5+0.18) and
F6 particles produced 1 X 10'° TCIDs, ml™" (10.0 % 0.88).

Differential virulence in vivo

Challenges in fish [sole (Solea senegalensis) and salmon
(Salmo salar)] were performed with fractions from each
of the three strains listed above. Only with strain 5Blg
was the assay repeated twice with both fish species.
Although the results were basically similar in all cases, we
present here only those obtained with 5B1g. The challenges
with sole were performed for a maximum of 30 days
(Fig. 6a). Mortality rates were low; thus, F5 induced a
maximum cumulative mortality (CM) of 3 %, while F3
was 7 % and F6 was only 20 %. No deaths were recorded
in the group challenged with F4. The fish did not show
significant symptoms; however, it should be noted that
the fish inoculated with fraction F6 developed anorexia.
The virus was reisolated and detected by direct reverse
transcription (RT)-PCR plus nested-PCR, as well as by

http://jgv.microbiologyresearch.org
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Fig. 4. Protein composition of fractions F1-F6 obtained by SDS-PAGE and Coomasie blue staining (a) and after Western

blotting (b).

quantitative real-time RT-PCR (RT-qPCR), from all
sampled individuals, both dead and surviving. The cycle
threshold (C,) values observed in RT-qPCR ranged from
19 to 31 in dead fish and from 36 to 39 in surviving
individuals.

The salmon challenge experiment was performed in two
stages. In an initial stage, no fish died (and no symptoms
were recorded) for 20 days post-infection (p.i.) with any
of the virus fractions. After a second dose with the
corresponding fraction, mortalities were recorded over an
extra 20-day period (Fig. 6b). Again, F4 yielded an extre-
mely low CM (4 %) and F5 was just 17 %. Fish challenged
with fraction F3 showed an intermediate mortality rate of
57 % at 14 days p.i,, and fraction F6 yielded the highest
rate (100 %) at day 15 p.i. The virus was reisolated and
detected by RT-PCR plus nested-PCR, and by RT-qPCR
from both dead and surviving fish. The C, values observed
in RT-qPCR ranged from 18 to 23 in dead fish, and from
34 to 38 in surviving individuals. Some of the fish

inoculated with F6 and (at a lower proportion) with F3
showed the classic symptoms of dark pigmentation,
exophthalmia and abnormal swimming (data not shown).

DISCUSSION

At present, there are relatively few studies on the virulence
factors of IPNV, and they are mainly focused on the
connection of virulence to specific regions and residues
of the genomic sequence (Sano et al, 1992; Bruslind &
Reno, 2000; Santi et al., 2004; Shivappa et al., 2004; Song
et al., 2005). Another well-known determinant of virulence
is reassortment (Schrauwen et al, 2014), which has been
suggested to be responsible for the existence of virulent var-
iants among other viruses (Cardenas et al., 2014). Although
some studies conducted by our group with IPNV have
suggested a possible implication of reassortment in the
modulation of virulence (Lago et al, 2010), the poor
reproducibility of results obtained in some challenge

F1 F2 F3 F4 F5 F6
No. genome equivalents: 1 1.5 2 3
(average + StDev)* (1.68£0.13)(2.18£0.13)| (8.04 +0.33)

Fig. 5. RNA patterns obtained by SPS-PAGE and silver staining. The same amount of protein was analysed for fractions
F3-F6. The intensity of the bands was quantified and normalized with respect to the F3 population value. The relative densities
of the bands were calculated in reference to this fraction, yielding the following values (*mean+sbp for more than 15 gels):
1.58+0.13, 2.18+0.13 and 3.04 +0.33 for fractions F4—F6, respectively, which corresponded to one, one and a half, two
and three genome equivalents, from F3 to F6, respectively. MW Std (Md), Molecular weight standards in mega Daltons.
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Fig. 6. Curves of cumulative mortality in challenges performed with 5B1g fractions on sole (Solea senegalensis) (a) and
salmon (Salmo salar) (b). The curve for salmon represents the days post-infection (p.i.) after the secondary inoculation of the

fraction.

trials led us to suspect that there had to be some additional
strain-related virulence determinants.

It has been reported that the avibirnavirus IBDV is
polyploid (Luque et al, 2009). These authors also showed
that such characteristics played a role in modulation of
virus infectivity through the packaging of different
numbers of genome copies. Polyploidy has also been
found in several non-icosahedral virus families (e.g. families
Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae and Filoviridae), which
use it to modulate their virulence (Enami et al., 1991; Rager
et al., 2002; Beniac et al., 2012). Therefore, our first objec-
tive was to determine whether aquabirnaviruses could also
be polyploid. In the present study, the visualization of
higher numbers of bands in CsCl gradients was clearly
related to the original quantity of virus: the patterns of
bands 5 and 6 were only obtained when high-titre virus

stocks were used for purification. Among the six fractions,
only F1 and F2 showed a protein composition clearly con-
sistent with that reported for SVPs (Coulibaly et al., 2010),
which were most represented in both fractions. The
expected protein pattern of IPNV virions was obtained in
the remaining four fractions, corresponding to complete
T=13 icosahedral particles. This was why only these four
populations were considered for the stoichiometry analysis
of the genomic composition. The results — equalizing the
quantity of virus among the fractions — clearly demon-
strated that populations with higher density incorporated
larger amounts of viral genome. Using F3 as the reference
population, and hypothesizing that its particles would
incorporate a single set of segments A and B (one genomic
equivalent), the IPNV virions would be able to incorporate
up to three genome equivalents (three copies of both
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segments in fraction F6). F5 virions would have two sets of
segments (two genomic equivalents) and, interestingly, the
genome of virions in fraction F4 would be comprised of
two copies of segment A and a single copy of segment B
(1.5 genomic equivalents). In a previous report by Luque
et al. (2009), the authors demonstrated that IBDV virions
could package up to four copies of dsRNA corresponding
to two genome equivalents, and that all the fractions
showed equimolar amounts of both segments. It could be
argued that, like Luque et al (2009) with IBDV, we
should have considered the F2 fraction as the reference,
which would have yielded a similar result of maximum
numbers of genome equivalents for both viruses. However,
unlike IBDV, the F2 IPNV fraction was not composed of
T=13 virions but mostly by SVPs. Nevertheless, even
considering the hypothetical case that the very few T=13
particles present in the F2 fractions were composed of
two genome segments and that virions in fractions F3-F6
packaged increasing numbers of genome equivalents, to
our understanding the important fact is simply that
IPNV, like IBDV, is also polyploid.

Polyploidy can represent a problem when it comes to
packaging the genome during the morphogenesis as, a
priori, it needs the enlargement of the ‘container’, which
is a well-known phenomenon in eukaryotic cells
(Comai, 2005). This fact does not represent a problem
for helical viruses such as those mentioned above, as they
are more permissive with regard to genome equivalent
variations. Furthermore, in the case of filovirus, the particle
can modify its length to incorporate up to 22 genome
copies (Beniac et al, 2012). However, this fact is not
always related to an increase in virulence, as it has been
demonstrated that high virulence is sometimes associated
with shorter virus filaments (Kiley et al., 1982).

The increasing of the shell volume has tight constraints in
icosahedral viruses, whose capsids contain a well-defined
cargo space. In this regard, it was reported that IBDV is
able to encapsidate four dsRNA copies without being
associated with an increase in its size (Luque et al.,
2009). This may be possible because these viruses have a
much larger capsid than is necessary to enclose a single
genome copy (Caston et al., 1997).

In the present study, IPNV virions were able to enclose up to at
least three copies of the genome. However, in contrast to
IBDV, IPNV virions do increase their size when they incorpor-
ate more than one genome equivalent. It has been reported
that the aquabirnavirus capsid varies from 55 to 74 nm,
with 60 nm being the most frequent size (Lightner & Post,
1969; Moss & Gravell, 1969; Kelly & Loh, 1972; Chang et al.,
1978). However, our results showed that 60—65 nm particles
were present — in variable but low percentages — in most
fractions and that the most frequent sizes were ~ 70 nm
(in F3) and 75 nm (in the remaining three populations).
An increasing number of 80 nm particles were observed
from the F3-F6 fractions and some particles measuring
~90nm were only visualized in the F5 population.

Considering the mean size of the most frequent particles,
the volume of the virions would be approximately 2.720,
2.783,2.787 and 2.785 nm” from F3 to F6, respectively. There-
fore, a direct relationship between the number of packaged
genome equivalents and the volume of the capsid was not
observed. We cannot explain our observations. However,
they are a fact demonstrated by a large number of measure-
ments from many experiments.

The ex vivo replication study showed that all fractions were
functional and able to replicate in BF-2 monolayers.
In addition, it was observed that higher genome equivalents
were associated with higher yields of viral titres in the
infected monolayers. This clearly indicates that polyploidy
is related to the infectivity of IPNV, a phenomenon already
reported for IBDV (Luque et al, 2009). Regarding the
in vivo challenges, we employed two fish species that we
have been testing with IPNV-like particles over a long
time, and therefore we could expect predictable results.
In this regard, in the case of experiments using sole fry,
the mortalities were lower than expected from previous
experiments. In the case of the challenges performed with
salmon, the natural host species of the virus, we used
young juvenile instead of fry in order to reduce the
expected virulence of the virus, which was demonstrated
by the fact that neither morbidity nor mortality was
observed 20 days after the first inoculation. Only after a
second inoculation of the same fraction were morbidity
and mortality recorded, and the virus was detected and
reisolated from the fish tissues. Based on the results from
the ex vivo experiment, we also expected to observe a
clear correlation between the infectivity of each fraction
and the number of genome equivalents of the virions
in vivo. Unfortunately, only fraction F6 (with three
genome equivalents) showed the highest virulence in
both species, clearly higher than that of the remaining
fractions; F4 and F5 showed very low infectivity in both
species, and F3 yielded intermediate levels of CM in
both cases.

Further studies must be conducted, combining the three
virulence determinants (specific amino acid residues,
reassortment and polyploidy) and the host factor, for a
better understanding of the pathogenesis of these viruses.

In conclusion, we can say that our results clearly demon-
strated that polyploidy also exists among aquabirnavirus,
as has been demonstrated previously for avibirnavirus,
and that it may represent a mechanism to modulate its
infectivity.

METHODS

Cell lines, viral strains and virus titration. Monolayers of BF-2
cells (Bluegill caudal trunk; ATCC CCL-91) were grown at 20 °C in
Eagle’s minimum essential medium supplemented with 10 % FBS,
100 U penicillin ml ™" and 100 pg streptomicin ml ™", Virus infections
were performed at an m.o.i. of 0.1 in 25 confluent BF-2 cell mono-
layers grown in 150 cm?® flasks. The IPNV strains used in our study
were the WB and Ab reference strains, as well as 5B1g, which is a
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WB/Ab (segments A/B) reassortant strain isolated from cod
(Gadus morhua) in the Flemish Cap fishery (Romero-Brey et al., 2009).

Virus titrations were performed in 96-well plates with semi-confluent
BF-2 monolayers, using the end-point dilution method. After 10 days
of incubation at 15 °C, titres were calculated by the Reed & Miiench
(1938) method.

Virus purification. For each purification, at least 20 semi-confluent
BE-2 monolayers grown in 150 cm? flasks were employed to propa-
gate each of the three strains. When cytopathic effect was complete,
the cell medium was collected and centrifuged at 3000 g for 10 min.
The supernatant was incubated for 24 h at 4 °C with 5 % polyethylene
glycol 8000 and 0.5 M NaCl. The virus was then pelleted at 8000 g for
30 min and resuspended in PES buffer [25 mM piperazine-N,N-bis
(2-ethanesulfonic acid) (pH 6.2), 150 mM NaCl and 20 mM CaCl,]
supplemented with protease inhibitors (Roche). After pelleting
through a 25 % sucrose cushion at 35000 r.p.m. in an SW55Ti
Beckman Coulter rotor for 1 h at 4 °C, the virus was resuspended in
500 pl PES buffer and loaded onto a CsCl gradient (1.33 g ml~') and
centrifuged for 20 h at 31000 r.p.m. at 4°C in a SW32Ti rotor
(Beckman Coulter). Virus bands were visualized by means of a light
beam projected along the longitudinal axis from the bottom of the
tubes. When the expected six virus fractions (named F1-F6, from the
upper to the lower band) were visualized, they were collected by side
puncture and dialysed against PES buffer over 24 h at 4 °C. When a
lower number of bands was visualized, the assay was rejected.

Analysis of the protein and genomic composition of fractions
F1=F6. Prior to electrophoresis, the amount of protein in fractions
F3-F6 was determined using a BCA protein assay kit (Roche). Ali-
quots of each fraction were adjusted to the same protein concen-
tration, and then subjected to overnight digestion with proteinase K
(2mg ml™") in the presence of 0.5 % SDS at 37 °C. Afterwards, the
samples were denatured at 98 °C for 5 min and subjected to 7.5 %
SDS-PAGE (Laemmli, 1970) at 150 V for 4 h. RNA bands were
detected by staining with either Red Safe (ABM) or silver stained
using a Silver Stain Plus kit (Bio-Rad). The bands were quantified
using MultiGauge v.3.0 (Fujifilm) and ImageJ software (NIH).
Genomic proportions were normalized using the population
harbouring a lower concentration of genomic segments (F3) as a
reference.

For the characterization of protein composition, one aliquot of each
fraction was denatured by incubation at 98 °C for 3 min and subjected to
12 % SDS-PAGE. Gels were then either stained with colloidal Coomasie
blue or subjected to Western blotting using an anti-IPNV Sp type poly-
clonal antibody and visualized by chemiluminescence (GE Healthcare).

Electron microscopy. Aliquots of 2 pl of each sample were loaded
onto carbon-coated grids. After drying, the grids were stained with
2% aqueous uranyl acetate for 2 min, drained and washed.
Micrographs were recorded with a 200 kV JEOL electron microscope
operating at 120 kV at a nominal magnification.

Experimental challenge. For the in vivo assays, two fish species were
selected: Atlantic salmon (Salmo salar), a species widely recognized as
susceptible to the virus, and Senegalese sole (Soleae senegalensis), a
species of great interest in our area and for which we have demon-
strated that certain IPNV strains can produce morbidity and mortality
(Lago et al., 2010). Two hundred Atlantic salmon (mean length 7 cm)
and 150 Senegalese sole (mean weight 2 g) fry were obtained from
commercial fish farms and acclimatized for at least 7 days. Fish were
maintained at a maximum density of 100 fish in 100 | aquaria with
aeration and were fed ad libitum with a commercial diet. All animals
were handled in strict accordance with good animal practices, as
defined by the European Union guidelines for the handling of
laboratory animals (directive 2010/63/UE). The protocol was

approved by the Galician Committee of Experimental Animal Welfare
and the Xunta de Galicia (Permit ID 15004/13/002). All efforts were
made to minimize animal suffering. Temperature, lighting and noise
were strictly controlled in order to minimize stress. Prior to the
experimental infections, 10 fish of each species were sacrificed with an
overdose of the anaesthetic MS-222 (Sigma-Aldrich) and tested by
RT-PCR and nested-PCR to rule out the presence of IPNV, viral
nervous necrosis virus, viral hemorrhagic septicaemia virus and
infectious haematopoietic necrosis virus.

For this assay, the F3-F6 fractions were used directly (no cell-culture
propagation was applied before the in vivo assay). Fish were injected
intramuscularly with 0.1 ml inoculum containing 10> TCIDs, of the
corresponding fraction or with L-15 medium (control group) and
distributed into four groups (40 and 30 individuals per group, in the
salmon and sole trials, respectively) named after the inoculated virus
fraction (F3-F6). Fish were then maintained at 15 °C and mortalities
were recorded daily for 40 days in the case of salmon, and for 30 days
for infected sole. Dead fish were stored at —80 °C and subsequently
used for virus analysis.

In the salmon experiments, due to the absence of mortality, a second
virus injection was applied at 20 days p.i,, and fish were sampled
(five fish per fraction) at days 30, 33 and 35 p.i. (10, 13 and 15 days
after the second infection) with the aim of monitoring virus repli-
cation. Surviving and sampled fish were killed by an MS-222
overdose.

Virus detection. From dead and surviving fish, the heart, kidney,
spleen and head were sampled aseptically and pooled in sets of five
fish. The samples were disrupted and the homogenates diluted 1 : 10
(w/v) in Earle’s balanced salt solution supplemented with 1000 IU
penicillin, 1000 pg ml~" streptomycin, 500 pg gentamicin ml~" and
10 pg amphotericin (Gibco) ml™". After centrifugation at 7500 g for
15 min at 4 °C, the supernatants were incubated overnight at 4 °C and
then subjected to virus detection by isolation in cell culture, by
RT-PCR plus nested-PCR, and by RT-qPCR.

For RT-PCR detection of IPNV, total RNA extraction was performed
using an RNeasy Mini kit (Qiagen) following the manufacturer’s
instructions. cDNA synthesis was carried out with the SuperScript III
First-Strand Synthesis System (Invitrogen). PCR and nested-PCR
were carried out using the commercial kit Go Taq Flexi DNA Poly-
merase (Promega), using primers 5'-AGAGATCACTGACTTCACA-
AGTGAC-3" (forward) and 5'-TGTGCACCACAGGAAAGATG-
ACTC-3’ (reverse) (Heppell et al., 1992) for PCR, and 5'-AAAGG-
CATGGGGCTGGAGAG-3' (forward; designed by our laboratory at
position 1403 in the genome sequence of the Jasper strain, GenBank
accession no. M18049) and 5 -TGTGCACCACAGGAAAGATG-
ACTC-3" (reverse) for semi-nested PCR. Amplified DNA products
were run in 2 % agarose gels and visualized with Red Safe (iNtRON
Biotechnology).

For RT-qPCR detection of IPNV, the total RNA extracted previously
as described above was subjected to cDNA synthesis as above. For
qPCR amplification, segment B was targeted using primers
5'-CHGCCGGCCTACCNTACATAGG-3" (forward) and 5'-CCRC-
AGCTBAGRTACCAGAAGTCGG-3' (reverse) at positions 838 and
976 in the Jasper strain (GenBank accession no. M58756), employing
a GoTaq PCR Master Mix kit (Promega) with SYBR Green I, as
described by the manufacturer. The amplification was performed in a
C1000 Thermal Cycler CFX96 RealTime System (Bio-Rad).

For virus isolation in cell culture, homogenate supernatants were
diluted 1: 10 and 1 : 100 in L-15 medium, and inoculated in duplicate
on semi-confluent BF-2 monolayers grown in 48-well plates. Plates
were maintained at 15 °C and visualized daily to detect cytopathic
effect. After 10 days, a new passage was applied and after two positive
passages, the presence of IPNV was confirmed by RT-PCR.

http://jgv.microbiologyresearch.org
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Reassortment is one of the main mechanisms of evolution in dsRNA viruses with segmented genomes. It
IPNV contributes to generate genetic diversity and plays an important role in the emergence and spread of new strains
R.eassonmem with altered virulence. Natural reassorment has been demonstrated among infectious pancreatic necrosis-like
Virulence viruses (genus Aquabirnavirus, Birnaviridae). In the present study, coinfections between different viral strains,
and genome sequencing by the Sanger and Illumina methods were applied to analyze the frequency of
reassortment of this virus in vitro, the possible mechanisms involved, and its effect on virulence. Results have
demonstrated that reassortment is a cell-dependent and non-random process, probably through differential
expression of the different mRNA classes in the ribosomes of a specific cell, and by specific associations between

the components to construct the rit

1 otein (RNP) )l and/or RNP cross-inhibition. However,

the precise mechanisms involved, known in other viruses, still remain to be demonstrated in birnaviruses.

1. Introduction

Infectious Pancreatic Necrosis Virus (IPNV), a member of the genus
Aquabirnavirus (family Birnaviridae), is the etiological agent of a
highly contagious disease that causes high mortalities, especially in
young farmed salmonids. This disease is endemic in different areas and
the virus has been isolated from a wide range of fish species.

IPNV is a non-enveloped icosahedral virus, with a bi-segmented ds
RNA (Lightner and Post, 1969; Cohen et al., 1973; Dobos, 1977).
Segment A contains two partially overlapping open reading frames
(ORFs): the smaller one is located at the 5’ end and encodes the VP5
protein (Duncan et al., 1987; Magyar and Dobos, 1994; Dobos, 1995a),
and the larger encodes a polyprotein, which is processed by the
protease activity of VP4, yielding VP2, VP3 and VP4. VP2 is the major
structural protein and is related to virulence (Heppell et al., 1995;
Blake et al., 2001; Santi et al., 2004). VP3 is involved in virus assembly
and genome packaging (Pedersen et al., 2007). Segment B contains
only one ORF that encodes VP1, the viral polymerase (Duncan et al.,
1991; Dobos, 1995b).

The high diversity (both genomic and antigenic) of this viral group
is well known, and it has been recently demonstrated to be even higher
due to the existence of natural reassortment. Reassortants were first
reported by Romero-Brey et al. (2009) when analyzing the genomic
diversity of aquabirnavirus isolates among natural fish populations
from the Flemish Cap. Since then, a large number of reassortant strains

* Corresponding author.

have been detected in different locations (Cutrin et al., 2010; Lago
et al., 2014; Moreno et al., 2014). This phenomenon has also been
reported in infectious bursal disease virus (IBDV), a virus of another
genus of the Birnaviridae family (g. Avibirnavirus) (Wei et al., 2008;
Ksanga et al., 2013; Lu et al., 2015), and is also known in viruses from
other viral groups, such as hantavirus, Lassa virus and tenuiviruses,
with low rates of reassortment, and cystoviruses, rotavirus A and
influenza A virus, with higher rates (Simon-Loriere and Holmes, 2011).

Reassortment is one of the main mechanisms of evolution in dsRNA
viruses (Wei et al., 2006) and, together with sequential point mutations
and recombination, is one of the key factors shaping the structure of
genes and genomes, which contributes to genetic diversity (Devold
et al., 2006). Replication of the two variants of a virus in the same
target cell leads to the exchange of the genomic RNA segments and
generates new reassortant strains. Two possible mechanisms of re-
assortment have been suggested: a random incorporation of segments
during the replication cycle, and a selective incorporation which
requires genomic signals (Pérez-Losada et al., 2014). Although, the
mechanisms of reassortment still remain partially unknown, evidence
exists supporting the second hypothesis.

It has been postulated that reassortment facilitates cross-species
transmission and allows viruses to acquire new antigenic combinations
that may assist in the process of entering a new host (Pérez-Losada
et al., 2014). Furthermore, it plays an important role in the emergence
and spread of new strains with altered antigenicity and/or pathogeni-
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Fig. 1. Distribution of viral types among the progeny after coinfection with 2 IPNV
strains: Cell cultures were coinfected with two parental types and, after total destruction
of the monolayer, the crude virus was subjected to i) cloning by serial dilutions to
sequence each clone (both segments) to determine the frequency of types among the
progeny (experiments A to C; Sanger ing), or ii) ing by next i
sequencing (by the Illumina technology; experiment D). Coinfections were performed at
ratios 1:1 (e.g. Ab:WB), 1:2 (e.g. Ab:2WB) or 2:1 (e.g. 2WB:Ab). 1- BF-2[0ld]: a cell line
clone with more than 200 passages; BF-2[new]: new clone from the European Cell
Culture Collection (ECACC). 2- Type of viral genome: Segment A/Segment B.

city (Ramig, 1997; Ohashi et al., 2004; Nikolakaki et al., 2005), and in
the appearance of new phenotypes after the reassortment between a
high pathogenic and an avirulent strain (Le Nouén et al., 2006; Wei
et al., 2008; Kirsanovs et al., 2010; Coetzee et al., 2014; Park et al.,
2014).

The implication of reassortment in the modulation of the virulence
in aquabirnavirus was previously suggested by our group (Lago et al.,
2010, 2013). In the present study, we have analyzed the frequency of
reassortment in in vitro conditions, the possible mechanisms involved,
and its effect on the virulence of the progeny.

2. Results
2.1. Reassortment in vitro
The results of the 4 sets of co-infection experiments are shown in

Fig. 1 and Supplementary Table 1. In the co-infections performed in
CHSE-214 at ratio 1:1, reassortment was achieved only when the wild
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types Sp and WB were used, obtaining 70% of clones of the type Sp and
30% of the reassortant WB/Sp. Co-infection between the Ab and Sp
types yielded a progeny composed exclusively of the wild types: 77% of
Ab and 23% of Sp; this coinfection was repeated ones, yielding similar
results: 81% of Ab and 19% of Sp (results not shown in Fig. 1). The
progeny from co-infection Ab:WB was exclusively constituted by the
wild type Ab in a first assay (Fig. 1), and also in the second run (results
not shown). When this co-infection was repeated at a ratio 1:2 (Ab/
2WB), the wild type Ab disappeared from the progeny, and most of this
(91%) was constituted by the reassortant WB/Ab, completed with a low
percentage (9%) of the second wild type (WB).

In a second set of experiments, performed in BF-2[old] cells (viral
clones sequenced by the Sanger method), reassortants were not
detected among the progeny of co-infections performed at a ratio
1:1. Both 1:1 co-infections with the wild type WB (Ab:WB and Sp:WB)
yielded progenies exclusively constituted by the WB type, and only the
Sp type was detected in the co-infection Ab:Sp. Changing the ratio of
the co-infection with Ab and WB to 2:1 (2Ab:WB), in order to favour
the presumably less productive type, the percentage of WB among the
progeny was reduced to 57%, and the type Ab represented 43%, but no
reassortants could be detected. At a ratio 1:2, the co-infection with Ab
and Sp (Ab:2Sp) yielded a progeny mostly constituted by the wild type
Ab (as with ratio 1:1), but the percentage was reduced to 72%; the
second wild type represented 11%, and 17% was constituted by the
reassortant Ab/Sp. Most of the clones of the progeny from co-infection
2Sp/WB was of the WB type (92%); 4% was of the wild type Sp, and a
reassortant WB/Sp was also represented 4%.

The co-infection assays performed at ratio 1:1 were repeated in the
new cell line (BF-2[new] cells) in two sets of experiments (C and D)
sequenced by the Sanger and Illumina methods, respectively. In both
cases, more reassortants were detected, but it is remarkable that using
the Illumina method, more types of virus were observed, and more
reassortants detected. Since this method provides just the percentage
of each type of segment present in the progeny, an algorithm
[Supplementary File 1] had to be designed to predict the corresponding
putatitive combinations of each type of virus, yielding a range of
percentages, instead of single values. The co-infection Ab:WB yielded a
progeny constituted almost exclusively by the wild type Ab (98% with
Sanger and 99.6-99.6% with Illumina); a reassortant WB/Ab was
hardly represented (2% and below 0.4%, respectively), and the
presence of the other 2 types (WB/WB and Ab/WB) was negligible
(<0.01% with Illumina). Both co-infections with the Sp wild type
yielded progenies with a majority of the Sp type; in the co-infection
Ab:Sp, the reassortant Sp/Ab represented around 32-35% (35 with
Sanger and 32-33% with Illumina), and the other 2 types (Ab/Sp and
Ab) below 1.2% with Illumina (not detected by Sanger); in the co-
infection Sp:WB, a reassortant Sp/WB represented between 19% and
24% (24%, Sanger; 19.4-22.2%, Illumina) of the progeny, and the
presence of the other 2 types (WB/Sp and WB) was below 2.8% with
Illumina (not detected by Sanger).

In both sets of experiments, a fourth reference strain was assayed
against the other 3. When C1 was co-infecting with Ab or Sp, most of
the progeny (around 84% and 94%, respectively) was constituted by the
wild type C1; in the progeny from co-infection Ab:C1, a reassortant C1/
Ab was present at around 15%, and the representation of the other 2
types was not detected by Sanger and negligible (below 0.7%) by
Illumina; in the co-infection Sp:C1, only a second viral type was
detected -the reassortant Sp/C1-, at around 5% by both sequencing
methods. Interestingly, the co-infection WB:C1 yielded a progeny
mostly constituted by the reassortant C1/WB (around 90%); the wild
type C1 was absent or negligible and the WB type was poorly
represented (around 9-10%).

2.2. Statistical analysis

Table 1 shows the statistical analysis performed to determine if bias
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Table 1

Statistical analysis of segment types distributions among the progeny: is there a
significant bias in terms of individual segments to be more likely to reassort that others?.
The observed distribution of RNA segments types in the progeny have been compared by
a2 test with the expected distribution in a random synthesis and packaging model (50%
of each type for each segment). Ho: no differences between both distributions (Segments
from both parents are randomly distributed). The data are given as percentage of each
type.

Coinfection Segment A SegmentB P Interpretation

Exp A: Sanger in CHSE
Ab:WB Ab  WB  Ab  WB
100 0 100 0
Ab:2WB  Ab  WB  Ab  WB
0 100 91 9
Ab:Sp Ab  Sp Ab  Sp
77 23 77 23
Sp  WB Sp  WB
70 30 100 0

<0,0001 Non-random

<0,0001 Non-random
<0,0001 Non-random
Sp:WB
<0,0001  Non-random
Exp B: Sanger in BF-2[old]
Ab:WB Ab WB Ab WB
0 00 0 100
2Ab:WB Ab WB Ab WB

<0,0001 Non-random

43 57 43 57 02702  Ho(random) cannot be
rejected
Ab:Sp Ab Sp Ab  Sp
100 0 100 0 <0,0001 Non-random
Ab:25p Ab Sp Ab Sp

89 11 72 28 <0,0001 Non-random

Sp:WB Sp  WB Sp  WB
0 100 0 100 <0,0001 Non-random
25p:WB S, WB Sp  WB
4 9% 8 92 <0,0001 Non-random

Exp C: Sanger in BF-2[new]
Ab:WB Ab WB Ab WB

8 2 100 0 <0,0001 Non-random
Ab:Sp Ab  Sp Ab  Sp

0 100 35 65 <0,0001 Non-random
Sp:WB Sp  WB Sp WB

100 0 76 24 <0,0001  Non-random
Ab:C1 Ab Cl A Cl

0 100 15 85 <0,0001 Non-random
Sp:CL sp c s cl

5 95 0 100 <0,0001 Non-random
WB:CL WB ClI  WB Cl

10 9 100 0 <0,0001 Non-random
Exp D MiSeq in BF-2[new]
Ab:WB Ab  WB  Ab  WB

99.62 0.38 99.99 0.01 <0,0001 Non-random

Ab:Sp Ab Sp Ab  Sp

1.16 98.84 31.58 68.41 <0,0001 Non-random
Sp:WB Sp  WB Sp WB

97.17 2.83 77.84 2216 <0,0001 Non-random
Ab:Cl AbCl A

068 9932 1537 8463 <0,0001 Non-random
Sp:C1 sp ¢ s Cl

567 9433 0 100 <0,0001 Non-random
‘WB:C1 WB C1 WB C1

<0,0001 Non-random

occurs at the level of individual segments. For that purpose, the
percentages of each type of both segments present among the progeny
were deduced from the distribution of viral types revealed by Sanger
sequencing (the sequencing of cloned virus ensures that only packaged
segments are considered). The observed data were compared by x> with
the expected distribution for a random reassortment: i) 50:50/50:50
(50% of segment A type 1:50 sgm A type 2/50% sgm B type 1:50 sgm B
type 2) for coinfections 1:1; ii) 40:60/40:60 for coinfections 1:2; iii)
60:40/60:40 for coinfections 2:1. As shown in Table 1, in most cases
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the observed distributions showed percentage values clearly distinct
from the expected values for a random process (p < 0.0001).

On the other hand, the Illumina sequencing of total RNA extracted
from crude virus from a completely lysed monolayer allows us to
consider that i) most RNA is viral, and ii) all synthetized (packaged or
not) viral RNA is included in the distribution. Therefore, to know if the
synthesis of viral RNA followed a random distribution, the observed
values in experiment D were compared with the expected one (50:50/
50:50) and, as shown in Table 2, the differences were significant (p <
0.0001) in all cases.

To determine if certain association between both segments could
exist, thus affecting reassortment, the approach by Lubeck et al. (1979)
was applied (Table 2). Briefly, segment types frequencies deduced from
the viral distributions observed in experiments A to C were used to
calculate the expected distributions of viral types in a random process
(from the product between the frequencies of both segments combined
in each viral type), and the observed and expected distributions were
compared by a ¥ test, understanding H, (no differences between both
distribution) as a random segregation compatible with absence of
segments association. As shown in Table 3, in the 3 experiments certain
coinfections (1 in exp A, halve in exp B and all in C) yielded a segment
type distribution characterized by the absence of 1 or 2 types. As we
demonstrate in the Supplementary File 2, in those cases the expected
viral frequencies are necessarily equal to the observed ones and,
therefore, the Lubeck approach cannot be applied. In all the remaining
coinfections, the null hypothesis was rejected (p < 0.0001).

An important difference between experiments C and D is that
whereas in exp D all segments —packaged and not packaged— are
sequenced, in exp C only packaged segments are counted. Therefore, in
order to determine if the packaging could affect the final result of
reassortment (affecting to the final viral types distribution among the
progeny), the segment and viral types frequencies observed in experi-
ments C and D were compared by the y? test, considering Hy (no
differences between both distributions) as demonstrative of no specific
genome types selection during packaging. As shown in Table 3, in both
cases, analyzing segment and viral distributions, the null hypothesis
could not be rejected (p > 0.05).

Finally, the results of each coinfection (revealed by Sanger sequen-
cing) were compared among cell lines, revealing significant differences
in all cases (p<0.0001), except between CHSE-214 and BF-2[new]
cells with the coinfection Ab:WB (p=0.7968 or p=0.5102, depending on
which of both sets was used as the expected distribution
(Supplementary Table 2).

2.3. Differential infectivity in vitro

To study the implication of reassortment, as well as of the type of
each genome segment, on the efficiency of the replication of the virus,
wild type (WB, Sp and Ab) and reassortant (WB/Ab, WB/Sp and Ab/
Sp) clones obtained from the first 2 experiments were inoculated in the
same cell line they were obtained from (CHSE-214; except reassortant
Ab/Sp, which was obtained from and assayed in BF-2). The ratios of
viral adsorption and production were calculated, and the results are
shown in Table 4. The 3 wild type strains, as well as the reassortant Ab/
Sp, showed adsorption rates around 75% or higher. Only both
reassortants with segment A of the WB type showed relatively low
adsorption efficiencies (around 50% or lower). Although the viral titers
were high in all cases (in the range 10°-~10° TCIDs/ml), differences
among the clones could be observed when the efficiency of the
replication was evaluated by analyzing the production rates (i.e., the
ratio of viral particles produced in the progeny from each parental one,
calculated as the ratio between the viral titers after CPE and the fixed
virus). To this regard, the clones with segment B of the Sp type (the
wild type Sp and the reassortants WB/Sp and Ab/Sp) showed the
lowest rates of production (under 15,000 progeny/parental [pg/pr]
virus). The wild types WB and Ab, and the reassortant WB/Ab, yielded
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Statistical analysis on viral types distribution among the progeny: Does exist a certain specific association or even linkage between both segments?. In application of the approach by
Lubeck et al. (1979), the observed frequencies of RNA segments types in the progeny have been used to calculate the expected distribution of viral types in a random reassortment
process (from the product of the frequencies of both individual segments combined in each specific viral type); the observed and expected distributions were compared by a x* test. Ho:
no differences between both distributions (No association between segment exists). The data are given as percentage of each type. 1.- When necessary, zero values were approximated to
1, to allow chi comparison. *, when one segment type is not represented, x* cannot be applied (see Supplementary Fig. 1).

Segment Frequencies

Coinfection  Observed viral types® Segm A Segm B Expected viral types P Interpretation
Exp A: Sanger in CHSE
Ab:WB Ab/Ab  Ab/WB WB/Ab WB/WB Ab WB Ab WB Ab/Ab  Ab/WB  WB/Ab WB/WB % not applicable

100 0 0 0 100 0 100 0 100 0 0 0 * See Supplementary Fig. 1
Ab:2WB  Ab/Ab  Ab/WB WB/Ab WB/WB Ab WB Ab WB Ab/Ab  Ab/WB  WB/Ab WB/WB % not applicable

0 0 91 9 0 100 91 9 0 0 91 9 * See Supplementary Fig. 1
Ab:Sp Ab/Ab  Ab/Sp Sp/Ab  Sp/Sp  Ab  Sp  Ab Sp Ab/Ab  Ab/Sp  Sp/Ab  Sp/Sp

77 0 0 23 77 23 77 23 59,29 17,71 17,71 529 <0.0001 Non-random
Sp:WB Sp/Sp  Sp/WB WB/Sp WB/WB Sp WB Sp WB Sp/Sp Sp/WB WB/Sp WB/WB % not applicable

70 0 30 0 70 30 100 0 70 0 30 0 . See Supplementary Fig. 1
Exp B Sanger in BF-2[old]
Ab:WB Ab/Ab Ab/WB  WB/Ab WB/WB Ab  WB Ab  WB Ab/Ab  Ab/WB WB/Ab WB/WB %* not applicable

0 0 0 100 0 100 0 100 0 0 0 100 * See Supplementary Fig. 1
2Ab:WB  Ab/Ab Ab/WB  WB/Ab WB/WB Ab  WB Ab  WB Ab/Ab  Ab/WB WB/Ab WB/WB

43 0 0 57 43 57 43 57 1849 2451 2451 3249 <0.0001 Non-random
Ab:Sp Ab/Ab Ab/Sp  Sp/Ab  Sp/Sp  Ab  Sp Ab  Sp Ab/Ab  Ab/Sp  Sp/Ab  Sp/Sp % not applicable

100 0 0 0 100 0 100 0 100 0 0 0 * See Supplementary Fig. 1
Ab:2Sp Ab/Ab Ab/Sp  Sp/Ab  Sp/Sp  Ab  Sp Ab  Sp Ab/Ab  Ab/Sp  Sp/Ab  Sp/Sp

72 17 0 1 89 11 72 28 64,08 2492 7,92 3,08 <0.0001 Non-random
Sp:WB Sp/Sp Sp/WB  WB/Sp WB/WB Sp WB Sp WB Sp/Sp  Sp/WB WB/Sp WB/WB & not applicable

0 0 0 100 0 100 0 100 0 0 0 100 * See Supplementary Fig. 1
2Sp:WB Sp/Sp Sp/WB WB/Sp WB/WB Sp WB Sp WB Sp/Sp  Sp/WB WB/Sp WB/WB

0 4 92 4 9% 8 92 0,32 3,68 7,68 8832  0.0007  Non-random
Exp C Sanger in BF-2[new]
:WB Ab/Ab Ab/WB WB/Ab WB/WB Ab WB Ab  WB Ab/Ab  Ab/WB WB/Ab WB/WB & not applicable

98 0 2 0 98 2 100 o 98 [ 2 [ * See Supplementary Fig. 1
Ab:Sp Ab/Ab Ab/Sp  Sp/Ab  Sp/Sp Ab  Sp Ab  Sp Ab/Ab  Ab/Sp  Sp/Ab  Sp/Sp 3¢ not applicable

0 0 35 65 0 100 35 65 0 0 35 65 * See Supplementary Fig. 1
Sp:WB Sp/Sp Sp/WB WB/Sp WB/WB Sp WB Sp  WB Sp/Sp  Sp/WB WB/Sp WB/WB 3¢ not applicable

76 24 0 100 o 76 24 76 24 0 0 * See Supplementary 1
Ab:CL Ab/Ab Ab/Cl  Cl/Ab Cl/C1  Ab  Cl Ab  C1 Ab/Ab  Ab/C1  Cl/Ab  Cl/CL % not applicable

0 0 15 85 0 100 15 85 0 0 15 85 See Supplementary Fig. 1
Sp:Cl Sp/Sp sp/Cl Cl/Sp C1/Cl Sp Cl sp C1 Sp/Sp  Sp/Cl  Cl/Sp Cl/Cl % not applicable

0 5 0 95 5 95 0 100 0 5 0 95 See Supplementary Fig. 1
WB:C1 WB/WB  WB/Cl CI/WB Cl/Cl WB Cl WB c1 WB/WB  WB/Cl Cl/WB C1/Cl % not applicable

10 0 90 0 10 90 100 0 10 0 90 B See Supplementary Fig. 1

the highest values in CHSE-214 (close to 50,000 pg/pr or higher). It is
remarkable that the Sp type strain showed the highest adsorption
capacity (over 90%) but the lowest production rate (342 and 494 pg/pr,
in CHSE-214 and BF-2 cells, respectively). The calculated relative
ratios shown in Table 2 allow us to compare the efficiency of replication
of the different viral clones, which follow the sequence: WB/Ab > WB >
Ab > Sp/Ab > WB/Sp > Sp, with ratio values of 526 X, 360 X, 131 X, 42
X, 17 X and 1 X, respectively. Although the values changed considering
the ratios of the parental viruses in BF-2 cells, the sequence of ratios is
maintained.

2.4. Differential virulence in vivo

2.4.1. Challenges I

Two fish species have been challenged with the same viral clones
used for the in vitro assays, and the results are shown in Fig. 2. In sole,
no mortalities were produced by the wild types WB and Sp, or by the
reassortant WB/Sp, and only a 3% cumulative mortality by the WB/Ab
reassortant. Clones Ab and Ab/Sp started to produce mortalities in sole
tanks at days 11 and 13, respectively, and reached a total cumulative
mortality of 30% around 30 d p.i. We must point out that, although in
general no clinical signs of disease were observed, some fish inoculated
with Ab showed abnormal swimming and anorexia.

In salmon, the wild type WB and the reassortants Ab/Sp and WB/

Sp did not produce any mortality. Clones Sp and WB/Ab produced
cumulative mortalities of 16% and 18%, respectively. Interestingly, the
curve obtained with the wild type Ab was completely different, reaching
100% mortality at day 28. The fish challenged with this viral clone
showed the typical dark pigmentation, esoftalmia and abnormal
swimming. These symptoms were also observed in some of the fish
infected with Sp.

Virus was detected by RT-PCR and nested-PCR and reisolated from
all infected fish of both species.

2.4.2. Challenges IT

For comparative purposes, 3 viral isolates of the same type as the
clones (wild type WB [isolate 19G4] and Ab [20G3], and the reassor-
tant WB/Ab [20G7]) were also tested in challenges with sole and
salmon fry. As shown in Fig. 3, the mortalities produced by these
isolates were much higher than those by the corresponding clone in
most cases. In sole, mortalities started 1d p.i. with the WB type (19G4),
and day 4 with 20G7 and 20G3, reaching total cumulative mortalities
of 96.7% and 90% with the wild types Ab and WB (respectively), and
lower (79%) with the reassortant 20G7 isolate. Mortalities were higher
in salmon: 100% with the wild types Ab and WB, and again lower with
the reassortant (88.9%), and started at day 1 (20G3) or day 3 p.i. (19G4
and 20G7).
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Statistical analysis to compare experiments C and D: Does packaging affect the final result of reassortment? Segment types (A) and viral types (B) frequencies observed in experiments C
and D were compared by a y? test (H: no differences between both distributions). The data are given as percentage of each type. When necessary, zero values were approximated to 1 to

allow chi comparison.

A/ Comparison of segment types frequencies

Observed segment type frequency (exp C)

Expected segment type frequency (exp D)

Segmen A Segment B Segment A Segment B P Interpretation
Ab:WB  Ab WB Ab wB Ab WB Ab WB

98 2 100 0 99,62 0,38 99,99 0,01 0,0737  H, (random) cannot be rejected
Ab:Sp  Ab sp Ab sp Ab sp Ab sp

0 100 35 65 1,16 98,84 15,62 31,58 0,6336  H, (random) cannot be rejected
SpWB  Sp WB Sp WB Sp WB Sp WB

100 0 76 24 97,17 2,83 77,84 22,16 03752 H, (random) cannot be rejected
Ab:C1 Ab c1 Ab c1 Ab c1 Ab c1

0 100 15 85 0,68 99,32 15,37 84,63 0,8743  H, (random) cannot be rejected
sp:Cl Sp c1 Sp c1 Sp c1 Sp c1

5 95 0 100 5,67 94,33 0 100 0,9926  H, (random) cannot be rejected
WB:CL  WB c1 WB c1 WB a1 WB c1

10 90 100 0 9,36 90,64 99,63 0,37 09362 Ho (random) cannot be rejected
B/ Comparison of viral types frequencies

Observed viral type frequency Expected viral type frequency P Interpretation
Ab:WB  Ab/Ab Ab/WB  WB/Ab WB/WB Ab/Ab Ab/WB  WB/Ab  WB/WB

98 0 2 0 99.6 0 04 0 05638 H, (random) cannot be rejected
Ab:Sp  Ab/Ab Ab/Sp Sp/Ab Sp/Sp Ab/Ab Ab/Sp  Sp/Ab  Sp/Sp

0 0 35 65 1 1 32 66 05132 H, (random) cannot be rejected
Sp:WB  Sp/Sp Sp/WB WB/Sp WB/WB  Sp/Sp Sp/WB  WB/Sp  WB/WB

76 24 0 0 76 20 2 2 0.1870  H (random) cannot be rejected
Ab:C1 Ab/Ab Ab/C1 C1/Ab ci/c1 Ab/Ab Ab/Cl  Cl/Ab  c1/cl

0 0 15 85 05 05 15 84 05553 H (random) cannot be rejected
Sp:C1 Sp/Sp sp/C1 c1/sp ci/ct Sp/Sp Sp/C1 cisp  ciycl

0 5 0 95 0 5.7 0 94.3 05635  H (random) cannot be rejected
WB:CL  WB/WB  WB/CL C1/WB ci/c1 WB/WB WB/CI  CL/WB  C1/Cl

10 0 90 0 9 04 90.2 0.4 05474 H (random) cannot be rejected

3. Discussion

Genetic reassortment is a common feature of segmented viruses
which, through coinfection in a host, allow them to exchange and
combine characteristics between different strains and types of a virus,
introducing important genomic and phenotypic changes. This process
provides viruses with high levels of adaptation to new environments
and hosts, and modulates their virulence (Wei et al., 2006; Greenbaum

Table 4

et al., 2011; Pérez-Losada et al., 2014). In fish viruses, it has been
described in infectious salmon anaemia virus (ISAV) (Plarre et al.,
2012) and betanodavirus (Toffolo et al., 2007; Olveira et al., 2009), as
well as in aquabirnaviruses (Romero-Brey et al., 2009; Bandin et al.,
2014; Moreno et al., 2014). In IBDV, another virus of the family
Birnaviridae, natural reassortment has been reported to play an
important role in the emergence of highly virulent strains
(Yamaguchi et al., 1997; Hon et al., 2006) and to represent a

Differential replication in vitro.- Efficacy of the replication in cell culture of the wild type and reassortant clones.

Inoculum® Adsorbed virus® Viral production®

Clone Cell line TCID50/ml*  Log:sdev? TCID50/ml Logitsdev  Adsorp.(%)® TCID50/ml Log:sdev Prodrate” Ratio®
WB/WB  CHSE-214  9.63x10° 3.98+0.29 7.16x10° 385:027 744 8.82x10° 895+038  1.23x10° 360

BF-2 3.21x10* 4.51+0.36 2.49x10° 440037 774 1.61x10° 921025  6.50x10° 132%
Ab/Ab CHSE--214  2.23x10* 4.35+0.14 1.91x10* 428+033 857 8.57x10° 893:041  4.49x10* 131

BF-2 2.86x10° 4.46+0.32 2.56x10° 441:031 896 7.74x10° 8.89£0.06  3.02x10° 61%
Sp/Sp CHSE-214 438 x10° 5.64+0.17 4.01x10° 560£024 916 1.37x10° 814£029  3.42x10° 1

BF-2 5.22x10° 5.72£0.22 4.87x10° 569023 933 2.40x10° 838036  4.94x107 1
WB/Ab  CHSE-214  3.97x10° 3.60+0.14 2.20x10° 3.34:019 554 3.97x10° 860+0.14  1.80x10° 526
WB/Sp  CHSE-214  550x10° 4.74£0.29 2.34x10° 437039 425 1.17x10% 807£045  5.85x10° 17
Sp/Ab BF-2 2.29x10° 5.36+0.43 1.85x10° 527:052 808 2.64x10° 9.56+0.50  1.43x10% 42 (32%)

The results are expressed as average TCIDso/ml (1) (from 6 replicas) and average Logo (TCIDso/ml)  standard deviation (2) of the inoculated (3), adsorbed (4) and replicated (5; after
CPE) virus. The efficiency of the adsorption (6; as percentage) was calculated from the ratio between adsorbed and total viral inoculum. The production rate (7), or the number of virus
produced in the progeny per each parental virus, was calculated as the ratio between produced and fixed virus. The relative ratio of production (8) was calculated as the ratio between the

production rate of each virus and the lowest value of production rate observed (that of the Sp type); the ratio values labelled with a

production rates in BF-2 cells.

were calculated among the parental virus
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Fig. 2. In vivo differential infectivity of viral clones from the progeny of coinfection
experiments: The curves represent the mortality as of
sole, Solea senegalensis (A), and salmon, Salmo salar (B), fry challenged with clones Ab/
Sp (white square), Ab (black square), WB/Sp (white circle), Sp (black circle), WB/Ab
(white triangle) and WB (black triangle).

demonstrated risk of generating uncontrolled chimera viruses through-
out reassortment with live attenuated vaccine viruses (Wei et al., 2008;
Kasanga et al., 2013). In IPNV the mechanism involved and its
implication in virulence had not been studied to date; therefore, we
designed in vitro and in vivo experiments with different reference
strains, in order to have a better understanding of reassortment in
these viruses.

In the in vitro assays, our interest was to analyze the reassortment
patterns in the two cell lines most commonly used for the propagation
of that virus: CHSE-214 and BF-2 In addition, since in the first assays
the results in both cell lines were so dissimilar, we suspected that
something had gone wrong with the assays. After testing different
possibilities, we realized that the BF-2 cell line used was a very old
clone (BF-2[old]). Therefore, a new clone was purchased and the
coinfection assays were repeated. Furthermore, in order to ensure the
detection of any type that was poorly represented in the progeny
population, the Illumina sequencing procedure was also applied, and
the results compared with those by the Sanger method in the same cell
line.

Although reassortment is well documented to be a non-random
process in other viruses (McDonald et al., 2009; Baker et al., 2014;
Nomikou et al., 2015), until now it remained unknown in IPNV. If
reassortment was random in this virus, we expected to obtain a
balanced distribution of viral types among the progeny (25% of each
of the 4 types: 2 parental types and 2 reassortants). However, in the
present study the observed distributions were in all cases clearly
different (p < 0.0001) from the expected one, confirming that reassort-
ment is also non-random in aquabirnaviruses. The fact that certain
reassortants are more represented among the progeny than expected
by chance may be due to a higher production of certain segment types,
due to a certain association (or even) linkage between segments, or
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Fig. 3. In vivo differential infectivity of reassortant and wild type isolates: The curves
represent the ive mortality as of sole, Solea sencgalensis
(&), and salmon, Salmo salar (B), fry challenged with isolates 20G3 (Ab type; black
square), 19G4 (WB type; black triangle) and 20G7 (WB/Ab type; white triangle).

even by selective packaging. The analysis of the results from the in vitro
assays were performed to answer to the question of which of those
possibilities were involved in the non-random reassortment of IPNV.

First, the analysis of the segment frequencies obtained in our study
(Table 2) demonstrated that the bias in individual segments frequen-
cies could not be explained by a random process, then indicating that
certain segment types are more efficient in their replication, or that
they are favoured by selection due to cell-dependent factors. Second,
although the Lubeck approach could only be applied to part of the viral
progeny distributions observed (Table 3), in those cases significant
differences were observed with respect to the expected distribution,
thus demonstrating that a certain association between both segments
must exist; in fact, it seems that in general the combinations between
homologous segments are favoured against the heterologous ones.
However, the comparison of results from experiments C and D
indicates that the packaging of the genomes is random, thus indicating
that this step does not influence the result of reassortment.

Before getting into the IPNV replication steps that make reassort-
ment be non-random in theses viruses, their mechanism of replication
must be summarized. In birnaviruses, VP1 (the viral RNA- dependent
RNA polymerase [RdRp]) is present in the virion in two molecular
forms: as a soluble protein and covalently linked to the 5’ end of both
genome segments in a ribonucleoprotein (RNP) complex (Calvert et al.,
1991; Muller and Nitschke, 1987). During the viral replication, VP1
and VP3 interact with each other and with the viral segments to form
the RNP complex, and the association of VP3 seems to activate the viral
RdRp (Ferrero et al., 2015; Pedersen et al., 2007; Tacken et al., 2002);
this implies that RNA synthesis depends on the formation of the RNP
complexes. After the RNA synthesis, VP3 acts as a scaffolding element
during assembly, interacting with VP2 to construct the capsid (Bahar
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et al., 2013; Lombardo et al., 1999; Maraver et al., 2003).
There are three events during the replication cycle that could be
involved in a non-random reassortment:

i) Transcription/replication.- If the transcription and/or replication
efficiency of one of the genomes in a coinfection is higher than the
other, it would be understandable to obtain a non-random
composition of the progeny. The efficiency of transcription/repli-
cation may depend on the polymerase and/or the specific ribonu-
cleoprotein (RNP) complex (Wong et al., 2011). Considering this,
the composition of the progeny would therefore be cell-indepen-
dent; however, although in one case —the coinfection Ab:WB in
CHSE-214 and BF-2[new]- the distribution of segment types in
the progeny seemed to be cell-independent (no significant [p >
0.05] differences between both), in most cases it actually was cell-
dependent (p <0.0001). This agrees with the observation for
influenza virus that host factors may regulate or enhance viral
RNA transcription and replication in infected cells (Jorba et al.,
2008; Nagata et al., 2008). On the other hand, if a distribution of
types among the progeny depended exclusively on its capacity of
replication in the cells, it would be expected to observe higher
percentages of those types with higher productivity on the replica-
tion assays, but this was not observed. Therefore, the efficiency of
the replication alone cannot explain all the results of the progeny
composition yielded by the coinfection assays.

Translation.- Different ribosome restriction sites in the mRNA may

be responsible for differences in the affinity to specific ribosomes,

and thus the mRNA of different viral types might be expressed at
different levels. The mRNA may also form secondary and tertiary
tridimensional structures (sequence-dependent), which may play
an important role in regulating the level of expression of a specific
mRNA in the ribosomes of a specific cell type. Furthermore, in

IBDV a cell initiation factor has been demonstrated to interact

with VP1, and this association plays an important role in initiating

translation (Tacken et al., 2004). These facts could explain a cell-
dependent variability of the level of expression of a specific mRNA.

Segments from different viral types would have different levels
of expression and would, thereby, yield different quantities of the
protein units required to construct new RNP complexes. For some
viruses, including IBDV, it has been reported that the probability to
construct RNPs with homologous units is higher that with the
heterologous ones (Tacken et al., 2000; McDonald et al., 2009;
Hara et al., 2013; Baker et al., 2014), and it is tempting to assume
—based on our results— that it could be the same for IPNV. The
conclusion of some authors that birnavirus VP3 binds genomic
dsRNA independently of the RNA sequence (Kochan et al., 2003;
Pedersen et al., 2007) seems to rule out this assumption; however,
it is important to put into context that, as Kochan et al. (2003)
explain, other factors must be necessary to confer specificity, and
VP1 is the most likely candidate for that role. Therefore, the RNP
complex VP1-VP3-RNA might be type specific, which would
support our assumption that translation would select viral types
among the progeny mainly depending on the translation efficiency
of each mRNA in a specific cell system.

Could the previous hypothesis explain the complete displace-
ment of one of the types, as observed in some coinfection assays?
This is difficult to accept, mainly considering that all the tested
viral types are replicative (in high titers) in single inoculations in
any of the cell lines used. Therefore, an alternative and/or
complementary mechanism must exist.

iii) Genome segments association, RNP construction and RNPs cross-
inhibition.- The association between segments has been reported
to explain why certain reassortants occur more frequently than
others (Nibert et al., 1996, form reovirus; Nomikou et al., 2015, for

ii
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bluetongue virus). A certain association between both segments
seems to exist also in IPNV; however, it can hardly explain the
complete displacement of one or several viral types from the
progeny (due to the complete displacement of one type of one or
both segments). An additional mechanism to explain non-random
reassortment was reported by Jaru-ampornpan et al. (2014): in a
coinfection with types A and B of influenza virus, the type B
nucleoprotein (BNP) interacts with ANP, hindering its proper
formation, thereby impairing the replication and production of
type A influenza; but this RNP cross-inhibition effect could be
partially relieved by overexpressing ANP. Based on the observa-
tions by Gavazzi et al. (2013) on the existence of interactions
between the genomic segments of the influenza virus, which
regulate preferential co-packaging, Gerber et al. (2014) stated that
reassortment between distantly related viruses would be disfa-
voured. Similar observations have been made in the present study.
In fact, to elucidate if reassortment was more facilitated among
phylogenetically related types than among distantly related ones,
as reported by Gavazzi et al. (2013) for the influenza virus, new
coinfections were performed introducing new IPNV strains, the
Canadian C3 reference strain, more related to the American WB
strain than to the European Sp and Ab (Blake et al., 2001). Our
results demonstrated this hypothesis, because in the coinfection
between C3 and either European strains, C3 displaced the
European type, and reassortants were represented in a very low
or relatively low frequency. However, in the coinfection assay
among C3 and WB, the results obtained were the opposite, as one
reassortant appeared in a very high percentage.

Would interactions between heterologous IPNV proteins (VP1 of
type 1 interacting with type 2 VP3) inhibit the capture and/or
replication of a specific segment type? This cross-inhibition would also
match with a non-random reassortment. Nevertheless, although this
hypothesis is really attractive, it would be speculative to use it to
explain our results without previously demonstrating the existence of
those mechanisms also in birnavirus.

Finally, we wanted to know if reassortment could be a mechanism
of adaptation to different species, and to answer this question, the same
clones were used to challenge salmon and sole fry. The first interesting
result was that WB and Sp clones, supposedly highly virulent to
salmon, showed extremely low or no virulence for both species,
probably due to the large number of passages through cell culture that
the original wild type strains have undergone in our laboratory. In fact,
the WB type isolate 19G4 —with less than 10 passages through cells—
did demonstrate to be highly virulent for both species. On the other
hand, the Ab clone (like the Ab-type isolate 20G3) did show high or
very high virulence for sole and salmon, respectively. The remarkable
result from the in vivo assays was that 2 reassortant clones stood out
from the rest of the types given that they showed moderate virulence
(20-30% cumulative mortality), and that they share a similar char-
acteristic: a genome consisting of a segment from a non-virulent type
(Sp) and the virulent one Ab. Something similar has been reported for
IBDV natural reassortants of high virulence, which were demonstrated
to have been produced from the reassortment between a segment B of a
very virulent strain and a segment A of an attenuated one (Wei et al.,
2006). Some authors stated that reassortment of segment B could have
been the reason for the expansion of IBDV by the enhancing of its
virulence. To this regard, we must say that all the natural reassortants
that our group has reported were isolated from asymptomatic fish in
different wild fish populations, which suggests that the virulence
modulation of the virus through reassortment would have helped the
virus to reach a balance with its host. However, the raising of highly
virulent types from reassortment also in aquabirnaviruses cannot be
ruled out. The results from the in vivo assays, in addition, suggest that,
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aside from reassortment, other mechanisms must influence the viru-
lence of IPNV in fish, as recently indicated by Lago et al. (2016).

In conclusion, reassortment in aquabirnaviruses is a process that
provides the virus with a capacity to adapt to new hosts due to the
diversity of viral types that are generated among the viral population.
Furthermore, this phenomenon is far from a random process, and is
cell-dependent perhaps by means of selective efficiency of recognition
between the different types of viral mRNA and the specific cell
ribosomes, and probably viral-dependent through segment interactions
and/or RNP cross-inhibition; however, the precise mechanisms in-
volved —reported for other viruses— need to be further demonstrated to
exist also in birnaviruses.

4. Materials and methods
4.1. Cell lines, viral strains and viral titration

Monolayers of BF2 cells (bluegill caudal trunk; ECACC 21712) and
CHSE-214 (Chinook salmon embryo; ATCC CRL1681) were grown at
20 °C and 15 °C respectively, in Eagle’s minimum essential medium
(EMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 U/ml
penicillin and 100 pg/ml streptomicin. Propagation of the virus was
performed in 25 cm? flasks with confluent cell monolayers. When we
realized that the BF-2 clone we had used in the first assays was an old
one (more than 200 passages), it was called BF-2[old], and a new one
(BF-2[new]), purchased from the European Collection of Cell Cultures
(ECACC), was employed in order to compare the results obtained with
both clones.

For the coinfection assays, the three most traditionally studied
IPNV reference strains were used: the American West Buxton (WB)
and the two European strains Abild (Ab) and Spjarup (Sp); in addition,
the Canada 1 (C1) strain was used due to its high relatedness to WB.
On the other hand, for the in vivo assays, the strains 19G4 (WB type),
20G3 (Ab type) and 20G7 (a WB/AD [segments A/B] reassortant),
isolated from beaked redfish (Sebastes mentella) in the Flemish Cap
fishery (Romero-Brey et al., 2009), were also employed.

Titration of the virus was performed in 96 well plates with confluent
monolayers of BF-2 or CHSE- 214 cells using the endpoint dilution
method. After 10 days of incubation at 15 °C, the titers were calculated
by the Reed and Miiench method (1938).

4.2. Reassortment in vitro

All co-infections were performed with pairs of reference strains at a
multiplicity of infection (MOI) between 0.01 and 0.1 virus/cell, in
25 cm? monolayers of CHSE-214 or BF-2 cells. Four sets of experi-
ments were performed:

A) CHSE-214 cells/Sanger sequencing.- Co-infections in CHSE-214
cells were performed between strains Ab and WB (Ab:WB), Ab and
Sp (Ab:Sp), and Sp and WB (Sp:WB) at a ratio of 1:1 (equal viral
titers); another assay, between strains Ab and WB, was carried out
at a ratio of 1:2 (Ab:2WB). After CPE was observed, the viral
suspension was collected and subjected to cloning by the endpoint
dilution method in 48 well plates with semiconfluent monolayers of
the same cell line (50 replicas per dilution). After 10 days of
incubation at 15 °C, the highest dilution of each replica showing
CPE was harvested and subjected to sequencing by the Sanger
method. For that purpose, total RNA extraction was applied using
the RNeasy® Mini Kit (Qiagen) following the manufacturer's
instructions. Synthesis of cDNA from both genomic segments was
carried out with the SuperScript™ III First-Strand Synthesis
System (Invitrogen). PCR was performed using the commercial
kit Go Taq Flexi DNA Polymerase (Promega). For segment A, the
primers described by Heppell et al. (1992), were used: 5’
AGAGATCACTGACTTCACAAGTGAC 3’(forward) and 5
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TGTGCACCACAGGAAAGATGACTC 3’(reverse). For segment B,
we designed the primers 5* GAATCCMAACAAGACTCC 3'(forward)
and 5 CACCATTGATAGYARTAGG 3’(reverse) at positions 643
and 1105 respectively, in the genome sequence of the Jasper strain
(M58756). The amplified products were run in 2% agarose gels,
visualized with Red Safe (iNtRON Biotechnology), and recovered
from the gel using Nucleospin Gel and PCR Clean-up (Macherey
Naguel). Sequencing of the purified fragments was performed by
means of the dideoxi method (Sanger method), using the commer-
cial kit Genome Lab TM DTCS-Quick Start (Beckman) following
the manufacturer”s instructions and a CEQ 8000 Genetic Analysis
System (Beckman) sequencer. Sequences were analyzed using
SeqMan and MegaAlin (Lasergen) software.

BF-2[old] cells/Sanger sequencing.- Co-infections were carried out
with an old clone of BF-2 cells at ratios 1:1 (Ab:WB, Ab:Sp and
Sp:WB), 1:2 (Ab:2Sp) and 2:1 (2Ab:WB and 2Sp:WB); the progeny
was cloned and sequenced using the Sanger method as described
above.

BF-2[new] cells/Sanger sequencing.- Six co-infections were per-
formed in a new clone of BF-2 cells at a ratio 1:1 (Ab:WB, Ab:Sp,
Sp:WB, Ab:C1, WB:C1 and Sp:C1), and the progeny was cloned and
sequenced by the Sanger method as indicated.

BF-2[new] cells/Illumina sequencing.- In a second set of assays in
the same cell line, the same six coinfections were performed, but
when the monolayers were completely lysed, the crude virus was
subjected to sequencing using the MiSeq sequencing system based
on the generation of Illumina libraries (Sistemas Gendmicos
Service). For this purpose, the following primers were employed:
5"AAAGGCATGGGGCTGGAGAG 3’(forward) and 5
TGTGCACCACAGGAAAGATGACTC 3'(reverse), for segment A at
positions 1439 and 1761 in the Jasper strain sequence (M18049),
and f 5° GAATCCMAACAAGACTCC 3’(forward) and 5’
GTAGGGTAGGCCGGCTGAGGACTT 3'(reverse) for segment B at
positions 643 and 853 in the Jasper strain sequence (M58756). All
primers used for Illumina sequencing were labelled with a specific
tail (added at the 5’ end): 3'TCGTCGGCAGC
GTCAGATGTGTATAAGAGACAG 5’ for forward primers and
3'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG 5’ for re-
verse.

B

=

C

D

N

4.3. Statistical analysis

The distribution (in percentages) of segments A and B types
observed in each assay were compared with the expected values
(deduced as indicated at Results) applying the Chi-square test (x*)
using GraphPad Prism vs 7.0a (GraphPad Software, La Jolla California
USA).

4.4. Differential replication in vitro

From the first 2 experiments, clones corresponding to 3 different
reassortants (WB/Ab, Ab/Sp and WB/Sp) and the wild types (Ab, Sp
and WB) were selected to evaluate their infectivity in cell lines. Each
single clone (6 replicas per clone) was inoculated at a MOI between
0.01 and 0.1 in 48 well plates of the corresponding cell line (the same
used in the co-infection). After 1h of adsorption, the remaining
inoculum was removed and maintained at —20 °C until titration. The
monolayers were covered with EMEM, and the plates incubated at the
corresponding temperature and visualized on a daily basis for CPE
detection. When CPE was developed, the crude virus was removed and
maintained at —20 °C until titration. At the end of the assay, three sets
of titration were performed as described above: i) the original inoculum
(six replicas), ii) the remaining inoculum from each of the 6 inoculated
wells (non-adsorbed virus), and iii) the crude virus recovered from the
6 wells.
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4.5. Differential virulence in vivo

The in vivo infectivity of the same in vitro tested clones was
assessed in Senegalese sole (Solea senegalensis) juveniles of around
2 g, and Atlantic salmon (Salmo salar) fry averaging 7 cm [Challenges
1]. For comparative purposes, the infectivity of viral isolates from wild
fish was also tested in both fish species [Challenges II]. All fish were
obtained from commerecial fish farms that have been monitored by our
laboratory for years, and are declared virus free. The fish were
acclimatized for at least 7 days. Fish were maintained at a maximum
density of 100 fish per 100 1 aquaria with aeration and were fed with a
commercial diet. Prior to experimental infections, they were tested by
reverse transcriptase-PCR (RT- PCR) and nested-PCR to confirm the
absence of IPNV, viral nervous necrosis virus (VNNV), viral haemor-
rhagic septicaemia virus (VHSV) and infectious haematopoietic necro-
sis virus (IHNV). Fish were challenged by intramuscular injection
(i.m.) with 0.1 ml of virus (10° TCID50/fish) and control fish received
an injection of culture medium. Mortalities and clinical signs were
recorded daily and dead fish were removed from the tanks. The
surviving fish were killed with an overdose of MS-222 (Sigma). Dead
fish were stored at —80 °C until virological analysis was performed.

4.5.1. Challenges I

To test the infectivity in vivo of clones WB, Sp and Ab (wild types),
and WB/Ab, Ab/Sp and WB/Sp (reassortants), 260 salmon fry and 200
sole fry were used. A total of 40 salmon and 30 sole were challenged
with each virus and 20 fish of each species were used as a control
group. Fish were maintained at 15 °C for a maximum of 30 and 40d
(sole and salmon, respectively).

4.5.2. Challenges II

For comparative purposes, the following strains isolated by our
group in the Flemish Cap (Romero-Brey et al., 2009) were assayed in
both fish species (200 salmon and 170 sole fry): the natural reassortant
20G7 (WB/ADb type), and the wild types 19G4 (WB type) and 20G3 (Ab
type), all of them isolated from beaked redfish (Sebastes mentella).
Sixty salmon and 50 sole were i.m. injected with each virus. As a
control group, 20 fish of each species were i.m. injected with culture
medium. Fish were maintained at 15 °C for a maximum of 35 or 45d
(salmon and sole, respectively).

4.6. Ethics statement

All animals were handled in strict accordance with good animal
welfare practices, as defined by the European Union guidelines for the
handling of laboratory animals (directive 2010/63/UE). The protocol
was approved by the Galician Experimental Animal Welfare Committee
and by the Xunta de Galicia (Permit I1d. 15004/13/002). All efforts
were made to minimize animal suffering. Temperature, lighting and
noise were strictly controlled in order to minimize stress.

4.7. Viral detection from fish samples

Sampled fish were pooled in sets of 5 individuals. In the case of
salmon, heart, kidney, spleen and head were aseptically extracted; in
the case of sole, the whole fish (except the tail) was used. The samples
were disrupted and the homogenates were diluted 1:10 (w:v) in Earle's
balanced salt solution supplemented with 1000 IU penicillin, 100 pg/
ml streptomycin, 500 pg/ml gentamycin and 10 pg/ml amphotericin.
After centrifugation at 7,500g for 15 min at 4 °C, the supernatants were
incubated during 24 h at 4 °C, and then stored at —80 °C until use.

For the RT- PCR detection of the viral genome directly in the fish
tissues, total RNA extraction was performed using the RNeasy® Mini
Kit (Qiagen) following the manufacturer's instructions. The ¢cDNA
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synthesis was carried out with the SuperScriptTM III First-Strand
Synthesis System (Invitrogen). PCR and Nested PCR were carried out
using the commercial kit Go Taq Flexi DNA Polymerase (Promega),
using primers 5" AGAGATCACTGACTTCACAAGTGAC 3'(forward) and
5" TGTGCACCACAGGAAAGATGACTC 3'(reverse) for PCR (Heppell
et al., 1992) and 5" AAAGGCATGGGGCTGGAGAG 3'(forward) and 5’
CTCCGCTTGCCCAGGACTC 3’(reverse) for nested PCR at positions
1439 and 1718 respectively, in the genome sequence of the Jasper
strain (M18049). The amplified products were run in 2% agarose gels
and visualized with Red Safe (INtRON Biotechnology).

For isolation in cell culture homogenate supernatants were diluted
1:10 and 1:100 (3 replicas per dilution) and inoculated in 48 well plates
with semiconfluent BF-2 monolayers. Plates were incubated at 15 °C
and daily visualized to detect CPE. After 10 days, a new passage was
applied and after two positive passages, the presence of IPNV was
confirmed by RT-PCR.
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